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Mikrosporidia tiyeleri spor olusturan tek hiicreli dkaryotlar olup, konak
hiicre disinda metabolik aktivasyon gostermeyen, zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir.
Genis bir konak segiciligi gosteren bu patojenlerin, insanlardaki ilk vakasi 1959
yilinda rapor edilmis, sonraki yillarda Ozellikle AIDS’li hastalarda firsatci
enfeksiyonlara yol actiginin ortaya ¢ikmasiyla ilgi odagi olmaya baslamislardir.

Diinya’nin farkli {ilkelerinde, bdlgelere gore kronik ishalli AIDS
hastalarindaki Enterocytozoon bieneusi prevelansinin %7-50 arasinda, Ulkemizde
ise %7’lerden %69’a kadar degistigi bilinmektedir. Diinya ve 6zellikle iilkemizde
yapilan ¢alismalara bakildiginda c¢ogunlugunun enfeksiyon varlhigr ile siirh
kaldigi, tiirlerin dagilimi ve bu tiirlerin taksonomik durumuna iligkin ¢alismalarin
¢ok az oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
ve BAIBU Egitim ve Arastirma Hastanesine gelen gaita numunelerinin,
mikroskobik ve molekiiler yontemler ile incelenerek Mikrosporidia tiirlerinin
varlig1 ve yayginliginin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.

Mikroskobik ve molekiiler incelemeler sonucunda pozitiflik oraninin
sirastyla Diizce 6rnekleri igin %6,6 (14/212) ve %11,3 (24/212), Bolu 6rnekleri igin
%5,8 (11/188) ve 13,3 (25/188) oldugu goriilmiistir. Tir olarak yalnizca

Enterocytozoon bieneusi tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: mikrosporidia, epidemiyoloji, Encephalitozoon,
Enterocytozoon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MICROSPORIDIA SPECIES IN HUMANS BY
MICROSCOPIC AND MOLECULAR METHODS IN DUZCE AND BOLU
PROVINCES
PHD THESIS
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BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT
(SUPERVISOR: PROF. DR. EROL AYAZ
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Microsporidia are obligatory intracellular parasites that do not show
metabolic activation outside the host cell. It was firstly isolated from silkworm in
1857 and thought to be fungus. These pathogens that show broad host selectivity,
firstly reported in humans in 1959. They have become the focus of attention with
the emergence of opportunistic infections, especially in AIDS patients.

Prevalence of Enterocytozoon bieneusi changes between %7-50 in different
regions and countries and changes between %7-69 in our country. It is clear that
studies in the world and especially in our country are limited about presence or
absence of infection. It is also seen that there are few studies about active species
and their taxonomic status. For this reason, the determination of frequency and
taxonomic status of human pathogen microsporidia are very important for us.

In this study, it was aimed to reveal the presence and prevalence of
Microsporidia species by examining stool samples from Diizce University Health
Practice and Research Center and BAIBU Training and Research Hospital with
microscopic and molecular methods.

As a result of microscopic examinations, it was seen that the positivity rate
was 6.6% (14/212) for Diizce samples and 5.8% (11/188) for Bolu samples. As a
result of molecular analysis, number of positive 24 (11.3%) for Diizce and 25

(13,3%) for Bolu. Only Enterocytozoon bieneusi has been identified as a species.

KEYWORDS: microsporidia, epidemiology, Encephalitozoon, Enterocytozoon
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1. GIRIS

Mikrosporidia iyeleri spor olusturan tek hiicreli 6karyotlar olup, konak
hiicre disinda metabolik aktivasyon gostermeyen, zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir
(1,2). Ihtiva ettikleri ribozom (70S) ve ribozomal alt iinite (30S ve 50S), rRNA
bolge (16S ve 23S) ozellikleri, mitokondri, peroksizom ve golgi aygiti ile
prokaryotik organizma 6zelligi gostermelerinin yaninda, zarla c¢evrili bir ¢ekirdek,
sitoplazmik membran sistemi ve kromozomal boliinme 6zellikleriyle de dkaryotik
organizma olarak degerlendirilmektedirler (3-5).

Tiirlerine gore farkliliklar gosteren ve genellikle 1-10 um boyutlarindaki
Mikrosporidialarin sporlar1 enfektif olup, uygun kosullarda bir yildan uzun siire
yasayabilirler. Memelileri enfekte eden Mikrosporidialarin sporlari ise, ortalama 1-
3 um boyutlarinda kii¢iik ve oval sekildedir (6,7).

Bugiine kadar 200 cinse baghh 1200°den fazla tirii tanimlanan
Mikrosporidialar, diger protozoonlar da dahil olmak {izere hem omurgali hem de
omurgasiz canlilarda enfeksiyon olusturabilmektedirler (8). Genis bir konak
seciciligi gosteren Mikrosporidialar, farkli canli gruplarinda sebep olduklari
enfeksiyonlardan dolay1 bilim insanlarinin ilgisini gekmektedirler (2).

Tanimlanmasindan yaklagik 100 yil sonra ilk insan mikrosporidiyoz olgusu
1959 yilinda bildirilmis ve 1985 yilina kadar ise sadece on olgu ile karsilagilmistir.
Sonraki yillarda bagisiklik sistemi baskilanmis insanlarda meydana getirdikleri
firsatg1 enfeksiyonlar sebebiyle ilgi odagi olmuslar ve diinyanin doért bir yanindan
Mikrosporidia tiirleri ile iligkili enfeksiyon bildirimleri artmaya baslamustir.
Giiniimiize kadar insanlara yerlesebilen tiirlerin yer aldigi cinsler Brachiola
(Anncaliia), Encephalitozoon, Enterocytozoon, Microsporidium, Nosema,
Pleistophora, Trachipleistophora ve Vittoforma olarak saptanmistir (8-10). Bu
cinsler arasinda en yaygin olan tiirler Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon
intestinalis’tir. Enterocytozoon bieneusi AIDS hastalarinda rastlanilan ilk
Mikrosporidia tiirii olmasiyla birlikte insanlarda enfeksiyona sebep olan tiirlerin
basinda gelmektedir (11).

Mikrosporidialar 6zellikle organ transplant, kanser ve HIV pozitif gibi
bagisiklik sistemi yetersiz veya baskilanmis insanlarda ileri diizeyde enfeksiyon

olusturmaktadir. Bununla birlikte ¢ocuklar, ileri yastaki insanlar ve kontakt lens



kullanicilarinda da gastrointestinal sorunlara yol agtiklart bilinmektedir (12).
Bagisiklik sistemi yetersiz veya baskilanmig hastalarda genellikle agir
gastrointestinal belirtiler gostermekle birlikte; gobz, beyin, solunum yollari,
karaciger, safra yollar1 ve bobrek gibi farkli doku ve organ tutulumlar1 da
raporlanmustir (11,13-15). Insanlarda bulasin fekal-oral, oral-oral olmasinin yani
sira solunum yoluyla oldugu da diisiiniilmektedir (16).

Mikrosporidialarin tanisinda tiiriin yerlesim yerine gore farklilik gdsteren
digki, idrar, sinus aspiratlari, nazal akinti, bronkoalveolar lavaj veya doku
biyopsileri gibi numuneler kullanilmaktadir (15,17). Rutin tanida c¢ogunlukla
geleneksel yontemler (Modifiye trikrom, Giemsa, Floresan boyalar vb.)
kullanilmaktadir. Fakat bu yontemlerle sadece Orneklerde Mikrosporidia
varligi/yoklugu olarak degerlendirilmekte, tiir tayini morfolojik benzerlik
gosterdiklerinden dolay1r yapilamamaktadir (18). Arastirma laboratuvarlarinda
tiirlerin belirlenmesi igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) gibi ileri teknikler de siklikla kullanilmaktadir. TEM yontemi
ozellikle molekiiler tekniklerin olmadig1 laboratuvarlarda tanida altin standart
olarak kabul edilmektedir (2). Yakin zamanlarda ise bir¢ok arastirmaci tarafindan
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bilinen, baz1 Mikrosporidia tiirlerine
0zgli ylizey molekiilleri veya polar tiibiil yapisini taniyan floresan isaretli

monoklonal antikorlar gelistirilmis ve tanida kullanilmaya baglanmustir (7,19,20).



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Mikrosporidia ilk olarak Giliney Avrupa’daki ipek bocegi yetistiriciligine
biiylik zarar veren biber hastaliginin etkeni olarak bulunmus ve 1857’de Nageli
isimli bir arastirmaci tarafindan, Nosema bobbycis olarak adlandirilmistir (2,21).
Ilk onceleri Nageli, Nosema'nin sizomicet mantar1 oldugunu diisiinmiis fakat
inceleme sonrasinda bircok yonden mantarlardan farkli oldugunu gormiistiir.
Balbiani isimli arastirmaci 1882 yilinda bu paraziti Cnidosporidia altsubesinde yer
alan Miksospora (Myxosporea) ad1 altinda ayr1 bir grup olarak siiflandirmstir (8).
Ilerleyen yillarda Honigberk ve ark. (1964) yaptig1 Protozoa revizyon calismasinda
bu grubu Takim’dan Smif’a yiikseltmistir (22). Ilk zamanlarda bu patojenler
hakkinda bilinenlerin az olmasi1 sebebiyle basit bir gruplandirma yapilmis, fakat
ilerleyen yillarda aragtirmacilar farkli siniflandirma metotlar1 gelistirilmislerdir
(9,23-25).

Sprague 1976 yilinda bu grubu Microspora subesi adi altinda toplamis ve
1977°de yapisal 6zellikleri, spor ve gelisme sathalarindaki ¢ekirdegin sekli, konak-
parazit iligkisi ve polar tiibiildeki sarmal sayilarina gore siniflandirmistir (15,17).
Yine Sprague, derledigi aciklamali bir listede 44 cins tanimlamis ve belirsiz
formlarin yer aldig1 Microsporidium taksonunu tanitmistir (8). Sonraki yillarda, tek
cekirdeklilerin ~ Pleistophoridida, iki ¢ekirdeklileri Nosematidida olarak
simiflandirilmas: uygun goriilmiistiir. Levine ise bu patojenleri, 1980 yilinda,
Protista alemi ve Protozoa altalemi altinda siniflandirilmistir (26).

1986 yilinda ise parazitin ¢ekirdeginin diplokaryon olup olmamasina,
mayoz boliinme 6zelligine gore siiflandirma yapilmis ancak bu durum filogenetik
analizlerin sonuglari ile uyumlu olmadigi gorilmistiir (26). Ayni yil sporun
morfolojisine ve geligme sathalaria gore de siniflandirma yapilmistir. Kromozom
dongiilerindeki farklarin gozden gecirilerek degerlendirilmesi ise 1992 yilinda
temel taksonomik kriter olarak onerilmistir (17).

Edling ve ark. 2000’li yillarin hemen Oncesinde alfa ve beta tubilin
genlerinin dizi analizi sonucunda Mikrosporidialarin protozoalardan ziyade
mantarlarla daha yakin iligkide olduklarini bildirmislerdir (27). Tranlasyonda
gorevli olan RNA polimeraz I1, uzama faktori 1 ve 2 (EF-1 ve EF-2) gen dizilerinin

kiyaslanmasi Mikrosporidia-mantar iliskisini destekler sonuglar ortaya ¢ikarmistir



(28). Bununla birlikte tanimlanmis olan Varimorpha necatrix ve Nosema locustae
tiirlerinin 1s1 sok protein (Heat Shock Protein- HSP70) gen dizi analizleri de bu
iliskiyi desteklemistir. (12). Ilerleyen zamanlarda yapilan ¢alismalarda 6nerilen
birgok yeni gen agacinin da Mikrosporidialarin mantarlarla daha yakin iliskide
oldugunu desteklemistir (29-32).

Son yillarda Mikrosporidialarin ilkel amitokondriyatlardan olmadigini,
aksine mitokondriyal genlere ve kalintilarina sahip oldugu bildirilmistir (29,33).
Dean ve ark. (34) yatay gen transferinin Mikrosporidialara, niikleotit tasima
proteinleri (NTTs) araciligiyla, konak ATP’sini kullanma yetisi kazandirdigin1 ve
serbest yasayan Okaryotlardaki enerji liretme yollarinin ve niikleotit biyosentez
mekanizmalarinin kaybimna yol agtigr fikrini destekler kanitlar sunmuslardir.
Filogenetik durumu hakkinda tam olarak bir fikir birligi saglanmamis olsa da
gerceklestirilmis genomik arastirmalar Mikrosporidialarin ilkel bir canli grubu
olmadigini, karmagsik evrimsel siire¢ler neticesinde bir enerji paraziti formunu

kazandigini agik¢a gostermektedir (8).

2.2 Morfolojik Ozellikleri

2.2.1 Spor Morfolojisi

Spor, igerigini konak hiicreye enjekte edebilme yetenegindeki enfektif
donemdir. En dista, konak hiicrenin disarisinda uzun zaman yasayabilmesine
olanak saglayan olduk¢a direncli bir hiicre duvarmna sahiptirler. Spor duvarinin
hemen altinda ise biitlin hiicre igerigini ¢evreleyen bir plazma zar1 mevcuttur.
Boyutlar1 1-10 pm arasinda degisen spor igerisinde bir membran sistemi, 6n
kisimda yer alan bir tutunma (anchoring disk) diski ve bu tutunma diskine baglanan,
polar tiip ve tiibiiler polaroplast ile lamellar polaroplast bulunur. Polar tiip, tutunma
diski, polaroplast ve posterior vakuoliin olusturdugu sistem bosaltim aygit1 olarak
isimlendirilir (Sekil 2-1). Cogunlugunun tek c¢ekirdekli olmasmin yaninda
Vittaforma cinsi igerisindeki bazi tiirlerin iki g¢ekirdekli oldugu bilinmektedir
(35,36).



~ Tutunma Diski

- Polaroplast

~ Endospor
~ Ekzospor

~ Nukleus

= Polar Tiip

= Sporoplazma

. Posterior Vakuol

Sekil 2.1. Mikrosporidia Spor Morfolojisi (Orjinal)

2.2.1.1 Spor Duvari

Mikrosporidialart olumsuz dis kosullardan koruyan spor duvari eksospor,
endospor ve plazma membrani olmak iizere 3 tabakadan olusur. Sporun dis
kisminda elektronca yogun, glikoprotein ve Kkitin yapisinda olan ekzospor
bulunmakta ve {i¢ tabakadan olusmaktadir. En dis kisminda dikenli bir tabaka,
ortada lamina ve igte ise fibroz tabaka bulunmaktadir. Ekzosporun kimyasal
bileseni protein yapida oldugu i¢in son zamanlarda gesitli Mikrosporidia tiirlerine
0zel hiicre duvari proteinleri karakterize edilmistir (37). Bununla birlikte fiziksel
(ultrastriiktiirel) yapisinin da tiir yakinliklar1 i¢in bir belirte¢ oldugu bilinmektedir.
Spor duvarmin orta kisminda, temel bileseni kitin olan endospor bulunmakta ve
ekzospora bir koprii ile baglandigi bilinmektedir. Yapisindaki ~ Kitin,
Mikrosporidialarin tespit edilmesinde floresandan faydalanmayi saglamaktadir.
Endospor elektronca yogun olmadig: i¢in ekzosporun altinda yapisal olmayan bir
tabaka gibi goziikmektedir. Plazma membrani ise sitoplazmay1 ¢evreleyen ve spor
duvari ile hiicre igerigini birbirinden ayiran, spor duvari katmanin en i¢ tabakasidir.
Bu membran, sporoplazmanin (Spor sitoplazmasi) konak hiicre i¢ine aktarilmasi
sirasinda spor duvaria bagl olarak kalmasi sebebiyle duvarin bir pargasi olarak

goriilmektedir. (Fotograf 2-1)(38-40).



Spor duvar1 sadece hiicre iceriginin mekanik korunmasinda gorevli degil
ayn1 zamanda spor igeriginin konak hiicreye bosaltilmasinda ve aktif donemde spor

duvarinin modifikasyonunda gorevlidir (17).

Fotograf 2.1. Mikrosprodia Duvar Yapisinin TEM ile Goriiniimii, bar:250 nm (2)

2.2.1.2 Cekirdek

Boyutlar1 yasam dongiisii sirasinda farklilik gdsteren Mikrosporidia
cekirdek genellikle yuvarlak veya ovaldir. Merontlarda, genellikle capr birkag
mikrometredir; sporiilasyon sirasinda boyutu azalir ve olgun sporlarda genellikle
cok kiiciiktiir. Okaryotik &zellikte olan ¢ekirdek, bir boslukla ayrilmis ¢ift katl
membran (periniikleer) ile ¢evrelenmistir ve g¢ekirdek plasmasi (niikleoplazma)
genellikle homojendir. Tiirlerine ve yasam dongiisiine gore ¢ekirdek bir veya iki
tane olabilir (40).

2.2.1.3 Polar Filament (Tiip)

Kesiflerinin ilk donemlerinde Mikrosporidialarla ilgili yapilan en 6nemli
gozlemlerden biri, polar filamentin sporoplazmanin sporun disina gegisi i¢in bir tiip
gorevi gormesiydi (41). Oshima’nin gézlemi yillar sonra Kudo ve Daniels (42) gibi
arastirmacilar tarafindan boyali preperatlarin ve elektron mikrograflarinda
incelenmesi ile dogrulanmustir (8).

Polar filamentin yapist spor i¢indeki kivrim sayisi, kivrimin agis1 ve capi

taksonomik ag¢idan Onemlidir. Polar tlipteki kivrim sayist 6-10 arasindaki g¢ift



siralilar Enterocytozoon ve Brachiola cinslerinde, 5-11 arasi tek siralilar ise
Encephalitazoon, Trachipleistophara ve Vittaforma cinslerinde goriiliir.

Elektron mikroskobu gériintiilerinde, sporun enine kesitlerinde polar filament
farkli tabakalardan olusmus enine halkalar seklinde goriilmektedir. Halkalarin ¢api
birbiri ile ayn1 (izofilar) ya da son halkalarin ¢ap1 dnceki halkalardan daha kiigiik
de (anizofilar) olabilmektedir. Tiire ait polar filament halka sayisi, sporun bir
tarafindaki baglangi¢ halkasi hari¢ polar filament halkalar1 sayilarak tespit edilir.
Polar filament, sporun anterior kisminda semsiyeyi andiran “tutunma
diskine”(anchoring) baglanir. Tiipiin 6n kismindaki boliim ise polaroplast adi

verilen membran bolgesi tarafindan g¢evrelenmistir (Fotograf 2-2) (2).

Fotograf 2.2. Mikrosprodia Polar Filamentinin Enine Kesiti, bar: 250 nm

)

2.2.1.4 Polaroplast

Sporun 6n kisminda yer alan, polar filamentin diiz kismini ¢evreleyen ve
polar filamentin kivrim kismina ulasmadan sonlanan bu alan birbirine yakin ya da
daginik olarak paketlenmis membran bolgeleriyle tipik lamelli bir yapidir. Cogu
cinste genelde iki boliimden olusan (anterior bolgesi ve posterior bolgesi) ve tist

iiste siralanmis lameller seklinde goriinen polaroplastlar mevcuttur. Spor olusumu



olayinda en son gelisen organel polaroplasttir. Bundan dolay1 olgunlagsmamis
sporlarda, gelismekte olan polaroplast diizensiz bir dokuya sahipken, olgun
sporlarin polaroplastt bolmeleri olan belirgin bir sekilde organize edilmis bir

yapidir (2,40).

2.2.1.5 Diger Sitoplazmik Organeller

Prokaryotik karakterli ribozomlar (70S, alt iiniteleri 50S ve 30S)
Mikrosporidia sitoplazmanin baskin bir bilesenidir. Erken gelisim asamalarinda,
ribozomlar ¢ogunlukla sitoplazmada serbestce dagitilirken, ge¢ merogoniyal ve
sporogoniyal asamalarda, ER'nin lamellerine bagli ribozomlar belirginlesir.
Ribozomlar sporoblastlarda ve geng sporlarda, 6rgiisel diizenlenmis poliribozomlar
halinde go6zlenir (37).

Endoplasmik retikulum, gen¢ sporlarda siklikla ¢ekirdegin etrafinda
belirgin olan poliribozom iplik¢ikleri (zincirleri) olarak goriiliir. Poliribozomlar ya
zarlar arasina sikigtirilmis ¢ift sira ribozom gibi gériiniir ya da hi¢ zar goriilmez.
Indirgenmis mitokondriyal kalintilar olarak bilinen mitozomlar ise ¢ogunlukla
gruplar halinde polar vezikiillerin yakinlarinda bulunur, bazen de sitoplazmaya
dagilmis halde goriilebilirler (8,40).

Posterior vakuol sporun arka kisminda, siingerimsi bir i¢erige sahip zarla
kapli bir alandir. Bosaltim aygitinin diger parcalari gibi, vakuol de golgi

vezikiillerinin bir iriiniidiir (40).

2.2.2 Genom Yapisi

Mikrosporidia tiirlerinin genomlar1 evrimsel siiregte asirt indirgemeye
ugramistir, ancak bu grup igerisinde tiirler genom biiyiikliigii ve yapist agisindan
farkliliklara sahiptirler. E. intestinalis 2,25 megabaz (Mb) genom biiyiikligi ile
simdiye kadar tanimlanmis en kiiciik endoparazit genomuna sahip canli olarak
bilinmektedir. Bununla birlikte sivrisinek patojeni olan Edhazardia aedis ise 51,3
Mb genom biiyiikliigii ile Mikrospridia taksonu igerisinde en biiylik genoma sahip
mikroorganizmadir. Karsilastirmali analizler, genom boyutundaki bu farkliliklarin
protein kodlama dizisinden ziyade intergenik sekans miktarindaki varyasyonla
aciklanabilecegini gostermektedir (43).

Cok sayida telomerli lineer kromozomlardan olusmasi gibi o6zellikleri

bakimindan, Mikrosporidia genomu standart bir okaryotik genom o6zelligini



yansitmaktadir. Bununla birlikte intron ve transpozonlarin azlig1 nedeniyle yiiksek
gen yogunluguna sahip olmasi, genellikle kisa intergenik bolgeler icermesi ve az
sayida c¢ogaltilmis gen bolgeleri bakimindan ise bakteri genomuyla oldukga

yakindir (40).

2.3  Yasam Dongiisii
Mikrosporidialarin yasam evrelerinin tiimii konak hiicre igerisinde geger.
Yasam dongiilerini tek bir konakta (monoksen) tamamlamakta, herhangi bir ara
konak veya vektor ile iliskileri olmadigi bilinmektedir (33). Uygun konak ve sartlar
altinda polar tiip ters donerek sporun 6n kismina dogru gelir ve zayif olan kisimdan
disar1 ¢ikarak konak hiicreye sitoplazmasini bosaltir ve bdylece hiicre enfekte olur
(33).
Mikrosporida evriminde ii¢ evre vardir. Bunlar; enfektif, proliferatif-vegetatif

ve hiicre i¢i sporogonik evrelerdir (1,12).

2.3.1 Enfektif Evre

Ag1z ya da solunum yoluyla konak tarafindan alinan spor, tiirden tiire
farklilik gosteren birkac uyaranla aktif olur ve sporoplazma bdlmelere ayrilarak
¢oker. Bu durum spor i¢indeki osmotik basincin anormal sekilde artmasina sebep
olur ve posterior vakuolu genigleterek polar tiipiin ters doniisiinii tetikler. Polar
tiipiin i¢ kismi1 dis kisminin i¢inden radyo anteni gibi kayarak ilerler. Spor duvarinin
anterior kisminda ¢ikint1 olusur ve sporun en zayif bolgesi olan iist (apeks) kismi
polar tiip tarafindan delinir. Spordan ¢ikmig polar tiiplin uzunlugu sporun 100 kat1
kadar uzunlukta olabilir (50 um-500 wm). Ust bdlgesi ayn1 zamanda polar tiipiin
ters doniislinlin basladig1 yerdir. Polar tiip araciligiyla sporoplazma konak hiicre
icine enjekte edilerek bu evre sonlanir (Sekil 2-2 ve Sekil 2-3) (8,33,35,44).

Ik zamanlarda polar tiipiin konak hiicre membranini yalnizca bir enjeksiyon
ignesi gibi delerek girdigi diistinilmiistiir, fakat sonralarda yapilan calismalarda
fagositoz yardimi ile de konak hiicreye girdigi bildirilmistir (Sekil 2-4 ve Sekil 2-
5) (33,44,45).



Sekil 2.2. Mikrosporidialarin Konak Hiicre Disindayken Polar Tiipiin Hiicreye
Girisi (Orjinal)

Sekil 2.3. Mikrosporidialarin Konak Hiicre Disindayken Sporoplazmanin Hiicreye
Aktarilmasi (Orjinal)
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Sekil 2.4. Fagositoz ile Konak Hiicre igerisine Alinan Mikrosporidia Polar
Tiipiiniin Spordan Cikis1 (Orjinal)

Sekil 2.5. Fagositoz Sonras1 Mikrosporidia Sporoplazmasimin Konak Hiicre icine
Aktarilmasi (Orjinal)
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2.3.2 Proliferatif ve Vejetatif Evre

2.3.2.1 Merogoni/Sizogoni Evresi

Bu evre sporoplazmanin uygun bir konaga enjekte edilmesini miiteakiben
sporoblastlarin meront olarak adlandirilan hiicreler araciligi ile bdliinerek
cogalmasini kapsar. Yapisal olarak basit ve tek katli hiicre zarina sahip olan
merontlar, konak hiicrenin sitoplazmasinda (Nosema, Enterocytozoon), parazitofor
vakuol i¢inde (Encephlitozoon, Septata), parazitin salgiladigi sekilsiz bir kabuk
icinde  (Pleistophora, Trachipleistophora) veya konagin endoplazmik
retikulumuyla (Endoreticularis, Vittaforma) cevrilerek gelisir (46). Bu hiicreler
defalarca ikiye veya daha fazla sayiya ortadan boliinerek ¢ogalirlar (40,46). Bu
boliinmeler sonucunda yuvarlaklasmis ¢ok ¢ekirdekli plasmodial (E. bieneusi) veya
kurdele benzeri (Septata) hiicreler olusur (Karyokinezis). Sitoplazma
boliinmesinden (Sitokinez) once karyokinezis defalarca meydana gelebilir ve

vakuol periferine bitisik ¢cok ¢ekirdekli hiicreler gozlemlenebilir (Sekil 2-6)(8).

Sekil 2.6. Mikrosprodialarda Merogoni Evresi; A) Konak Hiicre Sitoplazmasinda
B)Vakuol Igerisinde (Orjinal)

2.3.2.2 Sporogonik Evre
Bu evre merontlarin sporontlara doniistiigii zaman baglar. Proliferatif
gelisimleri sirasinda basit bir plazma zarina sahip olan Mikrosporidialarda,

sporogony fazina giris ile iligkili baz1 degisiklikler gozlenir. Plasmalemma salgilari
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sayesinde ilk olarak bolgesel duvar kalinlagmalar1 ve sonrasinda elektron yogun bir
yap1 olusumu gozlenir. Sporontlar, ikiye boliinme ya da ¢oklu fiizyon ile ¢ogalip,
oval sekilli sporoblastlari olusturur ve sonrasinda bu sporoblastlardan olgun sporlar
meydana gelir ve hiicre membraninin pargalanmasiyla serbest kalirlar (8,44) (Sekil
5).

Sekil 2.7. Mikrosporidialarda Sporogonik Evre (Orjinal)

2.4 Tinsanlarda Enfeksiyona Sebep Olan Mikrosporidia Tiirleri

2.4.1 Encephalitozoon Cinsi

Bu cinse ait insanlarda infeksiyon olusturan 3 tiir mevcuttur. Gelisimlerinin
konak hiicre sitoplazmasinda parazitofor vakuolde (PV) gerceklestirirler.
Gelisimleri tamamlaninca vakuolli ve plazma zarimi patlatarak sporlar serbest
kalirlar. Gelisim evrelerinde daima tek cekirdek bulunur. Merontlar1 vakuol
membranina yapisik olarak dururken sporontlari vakuol i¢inde serbest olarak
bulunurlar (17).

Bu cins igindeki tiirler genellikle bobrek ve solunum sistemini tutarlar fakat

bagirsak enfeksiyonunun erken doneminde diskida goriilebilirler (5,9).
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2.4.1.1 Encephalitozoon cuniculi

{1k olarak 1927°de tanimlanmus, fakat 1960°larin sonuna kadar Nosema cinsi
altinda yer almistir. Cali isimli aragtirmaci 1970°de yaptig1 incelemeler sonucunda
ultrastriiktiirel olarak Nosema cinsinden farkli oldugu gostermis ve
Encephalitozoon cinsine dahil edilmesini 6nermistir (8). Bilinen Mikrosporidialar
arasinda en kiiclik genoma sahip olan bu tiiriin insanlarin yaninda kemirgen, kus ve
primatlarda da parazitlendikleri bilinmektedir (47,48). Ribozomal RNA (rRNA)
dahili kopyalanmis aralayicilar (Internal Trancribed Spacer/ITS) bolgelerine gore 3
genotipi (ECI, ECII ve ECII) tanimlanmistir (49). Bir¢ok doku ve organda
bulunabilmesine ragmen genellikle beyin ve bobregi tuttuklari bilinmektedir.
Yayginligi bolgelere gore degismektedir fakat 1liman tropik bolgelerde oranin daha
fazla oldugu bilinmektedir (17).

Encephalitozoon cuniculi mikrosprodialarin DNA onarim mekanizmast,
ATP saglama mekanizmasi ve tedavi edici ajanlarin arastirilmasi, bagisik yanit gibi

konular1 anlama agisindan 6nemli ¢alismalarda model olarak kullanilmistir (50—

55).

2.4.1.2 Encephalitozoon hellem
Ik olarak 1991 yilinda tamimlanan bu tiiriin benzer bir tiir olan

Encephalitozoon cuniculi’den ayrimi1 bir¢ok yonden (SDS-PAGE, Western Blot ve
SSU rRNA) yapilmistir (9). Boyutlar1 2-2,5 ile 1-1,5 um arasinda, polar tiibiil
sarmal1 ise 5-7 arasinda tek siralidir. Tiirlin makrofajlara, burna, korneaya, liriner

sistem epiteline ve bobreklere yerlestigi tespit edilmistir (17).

2.4.1.3 Encephalitozoon intestinalis
Ilk olarak 1993’te HIV’li hastadan izole edilmis ve tanimlanmistir. Onceleri

Septata intestinalis olarak isimlendirilen tiir molekiiler analizler sonucunda
Encephalitozoon cinsine dahil edilmistir. Spor boyutlar1 1,2-2 um’dir ve tek siral
4-7 halkali polar tiip igerirler. Immiin sistemi baskilanmus kisilerin lamina propia
makrofajlarinda ve enterositlerinde saptanmistir. Enterocytozoon bieneusi’den

sonra insanlarda en sik enfeksiyon olusturan Mikrosporidia tirtidiir (31,56,57).
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2.4.2 Enterocytozoon Cinsi

Gelisimlerini konak hiicre sitoplazmasinda gergeklestiren bu cins iiyelerinin
tek ve ¢ok cekirdekli formlar1 mevcuttur. Isik mikroskobu ile meront ve
sporontlarin ayrimi zordur, fakat elektron mikroskobu ile merontlarin diizensiz bir
¢ekirdege ve sitoplazmasinda enine (transvers) yariklara sahip oldugu goriliir (21).

Ozellikle ince bagirsak ile safra yollarinda enfeksiyon olusturur ve
buralarda kalirlar. Olgunlasmis sporlar buralardan digki yoluyla atilir boylece

parazitin dongiisii tamamlanmis olur (17).

2.4.2.1 Enterocytozoon bieneusi

[k olarak 1985 yilinda AIDS’li bir hastadan izole edilerek tanimlanan bu
tiir genellikle insan bagirsaklarinda enterositleri tutar ve immiin yetmez kisilerde
agir ishallere sebep olur. Ayrica bircok organda da yerlestigi bildirilmistir
(5,12,58,59).

Gelisim evrelerinin konak sitoplazmasinda herhangi bir zar olusturmadan
gegirirler. Gelisim evrelerinde her zaman tek g¢ekirdeklidir. Yaklasik boyu 0.7-1
um-1.1- 1,6 um civarinda olan bu tiir en kii¢ciik Mikrosporidia tiiriidiir. Polar
filamenti 5-7 kez kivrilmistir. Kiigiikligiiniin yaninda kitin yapisindaki ince
endospor tabakasi ile diger tiirlerden ayrilir (9,17,57).

Insanlarda en ¢ok enfeksiyon olusturan Enterocytozoon bieneusi, 6zellikle
2010 yilindan sonra Ribozomal ITS polimorfizmleri baz alinarak genotiplere
ayrilmistir. ITS bolgeleri “Kiigiik Altiinite (SSU) rDNA” ve Biiyiik Altiinite (LSU)
rDNA”  bolgeleri  arasinda  yer alan,  Mikrosporidialarin  genotip
karakterizasyonunda kullanilan yaklasik 243 baz uzunlugunda bir dizi setidir. (60).
Bu dizilerin karsilagtirillmasi sayesinde Enterocytozoon bieneusi’nin evrimi ve
gecis yollar1 hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Fakat genotiplendirmede
standart bir isimlendirme olmadig1 i¢cin zaman zaman karisikliklara sebep oldugu
bilinmektedir. Ayrica bazi aragtirmacilar, ¢ogalma evresinde (proliferatif/vejetatif)
genetik rekombinasyonlarin meydana gelebilme olasiligi sebebiyle tek bir ITS
bolgesini  ¢alismanin  genotiplendirme  i¢in  yetersiz ~ kalabilecegini
diistinmektedirler. Bu sebeple multilokus genotiplendirmenin popiilasyon
genetigini ve konak 6zgiilliiglinii anlamada faydali olacagini bildirmislerdir (61).

Her ne kadar isimlendirmede karisikliklari olsa da ITS genotipleridirmesi igin bilim
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camiasinda kabul edilmis 474 genotipi Genbank’ta yer almaktadir. Genotipler
belirli standartlara gore toplam 11 grup igerisine yerlestirilmistir. En ¢ok genotipin
yer aldig1 (314) ve konak seciciligi en genis olan Grup 1°dir. Insanlarla birlikte
bircok canliy1 enfekte eden genotipler bu grupta yer almaktadir. Grup 1°de en ¢ok
karsilasilan genotipler Genotip D, EbpC ve tip IV’tiir. Grup 2’de ise genellikle
ruminatlar1 enfekte eden ve konak se¢iciligi biraz daha dar olan genotiplerin oldugu
gruptur. Tabi son zamanlarda yapilan bazi ¢calismalarda Grup 2 genotiplerinin de
insanlarda yerlestigi bildirilmistir. 3-11 Gruplar1 ise konak segiciligi dar olan ve
nadir rastlanilan genotiplerin oldugu gruplardir (62,63). Ayrica antroponotik
tiplerin gelismis iilkelerde, antroponotik ve zoonotik tiplerin ise gelismekte olan
tilkelerde birlikte goriildiigii dikkat ¢ekmektedir (64).

Diinya genelinde yapilan ¢aligmalara bakildiginda, Grup 1°deki genotiplerin
bir¢ok iilkede insan ve hayvanlar1 enfekte ettigi, bununla birlikte igme ve sulama

kaynaklarindan da izole edildigi raporlanmistir (62,65-72).

2.4.3 Diger Mikrosporidia Tiirleri

Nosema cinsine ait tiirler, insanlarda nadir enfeksiyon yapmasinin yaninda
genellikle ar1, ipek bocegi gibi omurgasizlarda yaygindir. Merogoni ve sporogoni
evrelerinde ikiye boliinerek ¢ogalan Nosema tiirlerinin c¢ekirdekleri yasam
evrelerinin her doneminde iki pargalidir. Sporlarin boyutlart 4-4.5 um-2-2.5 pm
kadar olup, polar tiiptinde 10-12 burgu bulunmaktadir (2,9,17).

Pleistopohora tiirleri genellikle baliklarda goriilmesine ragmen, farkli bocek
ve omurgali tiirlerinde de raporlanmustir. Insanlarda, zellikle immiin yetmezligi
olan hastalara iliskin olgular bildirilmistir. Parazit konak sitoplazmasinda
olusturdugu sporofordz vezikiil i¢cinde gelisir. Sporlarin boyutlar1 2-2.8 um-3-4 pm
kadar olup oval sekillidir. Polar tiipiindeki burgu sayisi ise 10-12 arasindadir (8,17).

Gelisim donemlerinde cekirdek tek pargali olmasina ragmen meront
olusumunda c¢ekirdekler c¢ogalir. Sonrasinda merontlar iclerinde birden fazla
cekirdek bulunan parcalara ayrilir. Spogoni evresinde ise sporofordz vezikiil
icerisinde farkli sayilarda spor olusur (17).

In vitro kiiltiirii yapilabilen Trachipleistophora cinsi ilk olarak miyoziti olan
AIDS’li bir hastadan izole edilmistir. Bu cinse ait tiirlerin hayat evrelerinde
¢ekirdekleri ¢cok pargali olabilmektedir (8,9,26,33).
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Vittaforma sporlarin boyutlart 3.7-1 um kadar olup, polar tiibiildeki burgu
sayist 6’dir. Kiiltiire edilebilir olduklarindan biitiin evreleri incelenebilir. Hiicreleri
cift gekirdeklidir. ilk olarak ketatitli bir hastadan izole edilmis ve tanimlanmustir.
Lokal ve yaygin enfeksiyonlara yol agabilirler (9,12,17).

[Ik olarak bir hastanin korneasindan izole edilen Brachiola sporlar1 5-
2.9x1.9-2um boyutlarindadir ve polar tiibiilinde 7-10 kivrim bulunmaktadir
(9,17,26).

2.5 Epidemiyoloji

Firsatg1  patojen olarak bilinen Mikrosporidialarin  sebep oldugu
enfeksiyonlar diinyanin bircok farkli iilkesinden bildirilmistir. HIV ile enfekte
hastalar basta olmak iizere bagisik sistemi yetersiz hastalarda kronik ve akut
ishallere sebep olmaktadirlar. En sik enfeksiyon olusturan tiirleri ise
Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis’dir. Bu iki tiiriin yaninda
Vittaforma corneae, Trachipleistophora ve Brachiola tiirlerinin sebep oldugu
enfeksiyonlar bildirilmistir (12,24,58,73).

Insanlarda enfeksiyon olusturan Mikrosporidia varligi ilk olarak 1959
yilinda bildirilmistir. Ates, kasilma (konviilsiyon) ve bas agris1 sikayetleri ile
hastaneye getirilen hastanin beyin omurilik sivisi incelenmis ve Encephalitozoon
cinsi sporlar goriilmiistiir. Daha sonra 1985 yilina kadar bagisiklik sistemi
baskilanmis 10 kisilede Mikrosporidia vakalari bildirilmistir. (9,18). 1985 yilinda
ise bir hastanin enterositlerinde E. bieneusi ilk olarak tespit edilmis ve bu yildan
sonra Ingiltere, Avusturalya, Amerika gibi birgok iilkeden insanlarda patojenin
varligi raporlanmistir. Klinik bulgularin belirgin olmamas: veya belirtisiz
seyretmesi ve Mikrosporidialarin ayirici tanilarda dikkate alinmamasi sistemik
mikrosporidiyoz prevalansini tahmin etmeyi zorlastirmistir (10). Fakat yapilan
calismalarda bolgelere gore kronik ishalli AIDS hastalarinda ve organ transplant
hastalarinda Mikrosporidia prevelansinin % 7-50 arasinda degistigi ayrica immiin
yetmezlik durumu olmayan hastalarda da parazite rastlamildig:r bildirilmistir
(11,13,17,18,65,74-87). Gelismis iilkelerde intestinal mikrosporidiyoz prevelansi
yiiksek aktif antiretroviral terapiler (HAART-highly active antiretroviral therapy)
sayesinde azalmaktadir, fakat gelismekte olan iilkelerde bu tip tedavilerin
yetersizligi sebebiyle prevelans normal seyretmektedir. Bununla birlikte diinyadaki

caligmalara bakildiginda antroponotik genotiplerin gelismis iilkelerde, antroponotik
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ve zoonotik genotiplerin ise gelismekte olan {ilkelerde birlikte goriildigii
anlasilmaktadir (64).

Ulkemizde Mikrosporidialarla ilgili yapilan calismalar fazla olmamasina
ragmen, mikrosporidiyoz vakalarmin azimsanmayacak derecede oldugu dikkat
cekmektedir. Cetinkaya ve ark. (88) farkli hasta gruplarinda (biiyiime geriligi olan
cocuklarda %40, kemoterapi alan hastalarda %40, kemik iligi transferi olan
hastalarinda %24 ve firtikerli hastalarda %20), Hamamci ve ark.(11) Kayseri
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde kemoterapi alan kanser hastalarinda
(%69,9), Cetinkaya ve ark. (7) kemik iligi transferi hastalarinda (%39), Ozkog ve
ark. (89) Iyatrojenik bagisiklik sistemi baskilanmus hastalarda (%14,2), Calik ve
ark. (90) Malatya’daki ¢ocuklarda (%7,8), Karaman (17) Malatya’daki degisik
hasta gruplarinda (%8,5), Atambay ve ark. (91) in6nii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezine, bagisiklik sistemi saglam olup sindirim sistemi yakinmasi ile gelen
kisilerde (%6,5), Karaman ve ark. (6) Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezinde kanser tanisi almis hastalarda (%10,9), Karaman ve ark. (92) akut ve
kronik iirtikerli hastalarda (%19,7), Tiirk ve ark. (93) ishal sikayeti olan hastalarda,
Sivgin ve ark. (94) onkolojik tedavi géren hastada, Mumcuoglu ve ark.(95) saglikli
ve bagisiklik sistemi bozuk insanlarda (gruplara gore %27 ile %45,5 arasinda)
Biiget ve ark. (96) ise bir AIDS hastasinda farkli oranlarda Mikrosporidia tiirlerinin
varhigim bildirmislerdir. Aragtirmacilar tilkemizde gerceklestirilen ¢alismalardaki
pozitiflik oraninin yiiksek olmasin1 6rnek alinan hasta gruplar ile ilgili oldugunu
aciklamiglardir. Cetinkaya ve Caner’in (97) de belirttigi gibi iilkemizdeki
Mikrosporidia dagilimi hakkinda daha dogru bilgi edinmek i¢in giivenilir tam
yontemleri kullanilarak, farkli sehirlerden insan, hayvan ve cevre Ornekleri

incelenmesi gerekmektedir.

Tablo 2.1. Ulkemizde Gergeklestirilen Mikrosporidia Calismalari

] Yontem
Arastirmaci | Yih Kategori i i ,
Mikroskobik Molekiiler IFA
Biiget ve 2000 | Vaka (AIDS) 1 kisi (MTS)
ark.
Atambay ve | 2008 | Gastrointestinal | %6,5 (51/781)
ark. sikayet
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Yontem

Arastirmaci | Yih Kategori _
Mikroskobik Molekiiler IFA
Karaman ve | 2008 | Kanser tamis1 | Kanser:  %10,9
ark. almus kisiler (35/320) Kontrol:
%b5,6 (18/320)
Karaman ve | 2009 | Epidemiyolojik | %8,5 (226/2665)
ark.
Usluca ve | 2010 | Vaka 1 Kisi 1 Kisi
Aksoy (Miyotonik
Distrofi)
Karaman ve | 2011 | Akut ve Kronik | Hasta: %19,7
ark. Urtikerli kisiler | (26/132)
Kontrol: %2,8
(1/36)
Calik ve ark. | 2011 | Epidemiyolojik | %7,8 (1181/92)
(Cocuklarda)
Sivgin  ve | 2012 | Vaka (K&k hiire 1 Kisi
ark. nakli)
Tiirk ve ark. | 2012 | Gastrointestinal | %9,8 (225/22)
Sikayet
Hamamc1 2013 | Farkli Hasta | Kontrol:  %57,5 | Kontrol: %40,7
Gruplari Hasta %36,6 Hasta: %35
Cetinkaya 2014 | Farkli  Hasta | Kontrol: %20 | Kontrol: %24 | Kontrol: %12
Gruplar1 (10/50) Hasta: | (10/50) (6/50) Hasta:
%33 (33/100) Hasta: %40 | %31 (31/100)
(40/100)
Hamamci ve | 2015 | Kemoterapi Hasta %34 Hasta: %69,9
ark. alan Kanser | (17/50) (65/93)
Hastalar1 Kontrol:%16
(5/30)
Cetinkaya 2015 | Kemik fligi Hasta: %39
ve ark. Nakil Hastalar1 (78/200)
Kontrol:%11,3
(9/80)
Mumcuoglu | 2016 | Gastrointestinal | Kontrol: ~ %45,5
ve ark. sikayet Akut Ishalli: % 27
Kronik  Ishalli:
%34,1
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] Yontem
Arastirmaci | Yi Kategori _
Mikroskobik Molekiiler IFA
Ozkog  ve | 2016 | lyatrojenik %14,2 (9/63)
ark. Bagisikligi
Baskilanmig
Cetinkaya 2016 | Farkli  Hasta Kontrol: %12
ve ark. Gruplari (6/50) Hasta:
%31 (31/100)

Tablo 2.2. Avrupa Ulkelerinde Gergeklestirilen Mikrosporidia Calismalari

.. . Yontem
Arastirmaci Yil Sehir/Ulke Kategori MikFoskobik Nolekiler
Cotte ve ark. 1999 | Lyon/Fransa Epidemiyolojik | MTS: %15-
%23
Miiller ve ark. | 1999 | Ko6ln/Almanya HIV+ %7,4
Lores ve ark. 2002 | Vigo/ispanya Yasli bireyler %13,3 %13,3
Sak ve ark. 2011 | Prag/Cekya HIV- %15
Lobo ve ark. 2012 | Lizbon/Portekiz HIV+ ve HIV- HIV+:
%13,9
HIV-: %8,5
Greigert ~ ve | 2018 | Strazburg/Fransa | Epidemiyolojik | %1,1
ark.
Kicia ve ark. | 2019 | Wroclaw/Polonya | Bobrek Nakil %8,3
(Polonya) Hastalar1

Tablo 2.3. Afrika Ulkelerindeki Gergeklestirilen Mikrosporidia Calismalar

.. . Yontem

Arastirmaci Yil Sehir/Ulke Kategori

Mikroskobik Molekiiler
Tumwine ve 2002 | Mulago (Uganda) | Cocuklar Kontrol
ark. %16,8

Ishal: %17,4
NKinin ve ark. | 2007 | Younde Kontrol ve | HIV+
(Kamerun) Hasta Grubu TB+:%35,7

HIV+ TB-

:%35,7

Kontrol: %67,5
Breton ve ark. | 2007 | Gabon HIV+ %3
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Yontem

Arastirmact | Yili Sehir/Ulke Kategori
Mikroskobik Molekiiler
Breton ve ark | 2007 | Kamerun HIV- %2,9
Ayinmode 2011 | Oyo (Nijerya) Cocuklar %9,3
Ojuromi  ve | 2016 | Nijerya HIV+ %5,5

ark.

Tablo 2.4. Asya Ulkelerindeki Gergeklestirilen Mikrosporidia Calismalar

.. Yontem
Arastirmaci Yih Sehir/Ulke Kategori
Mikroskobik Molekiiler
Leelayoova ve | 2005 | Bangok/Tayland | Cocuklar %4,1
ark. (Yetimhane)
Lono ve ark. 2011 | Kajang/Malezya | HIV+ HIV+: %8,5 HIV+: %8,5
Kontrol: %2,9 | Kontrol:
%2,9
Mori ve ark. 2013 | Kuzey ve Bati | Cocuklar Bati: %3,8
Tayland Kuzey: %2,9
Anuar ve ark. | 2016 | Pahang Cocuklar %27
(Malezya) (Aborijin)
Kaushik  ve | 2018 | Delhi (Hindistan) | HIV+ HIV+: %23,3 HIV+:
ark. Kontrol: %23,3
%10,83 Kontrol:
%10,83
Gyounchi ve | 2019 | Iran (Kuzeybat:) | Kemoterapi %12,8 %10,6
ark. alan gocuklar
Esteghamati 2019 | Tahran (iran) Kanser ve %0,5
ve ark. Organ Nakil
Karimi ve ark. | 2020 | Tahran (iran) Bagisikligi %5,9
yetersiz
Shen ve ark. 2020 | Burma Epidemiyolojik %8,72
(Myanmar)
Zang ve ark. 2021 | Conggin, Santung | Epidemiyolojik | %9,6 %10,2

ve Hubei (Cin)
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Sekil 2.8. Diinya’da Mikrosporidia Epidemiyolojisine iligkin Calismalarin
Yapildig1 Ulkeler

2.6 Bulasma

Mikrosporidia sporlarinin ¢ok dayanikli olmasi, dogada yaygin olarak
bulunmasi ve neredeyse biitliin diinyada goriilmesi bir¢ok gecis yolu ve kaynagi
oldugunu disiindiirmektedir. Gegis yollar1 tam olarak bilinmemesine ragmen
solunum salgilar1 (sekresyonlar1), idrar ve digski yoluyla gevreye yayildiklari
bilinmektedir. Cevreye salinmis sporlarin ise sindirim sistemi yoluyla bulastigi en
giiclii varsayimdir. Ayrica insandan insan dogrudan temas yoluyla gectigi de
varsayllmaktadir (17,40,58). Sporlar1 ¢ok kii¢iik oldugundan filtrelerden
gecebilmektedir. Boylece icilen ve sulama yapilan kaynaklarda yogunca bulanan
patojen, kendi dongiisii i¢in bir konaga rahatca ulasabilmektedir (5,98-100).

Hayvanlarda gergeklestirilen deneysel ¢alismalarda ise Encephalitozoon
tirlerinin plasenta yoluyla yavruya gectigi bildirilmistir (10,15). Ayrica insanlari
enfeksiyon olusturan Mikrosporidia tiirlerinin, hayvanlarda da rapor edilmesi

zoonotik gegis oldugunu gostermektedir (101-103).

2.7 Bagisik Yanit
Bugiine kadar, bu patojenler tarafindan tetiklenen bagisiklik tepkisi ile ilgili

fazla galisma olmamasina ragmen CD8" T hiicrelerinin konagin korunmasinda
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onemli bir rol oynadigi bildirilmektedir (104-106). Yapilan immiinolojik
calismalarin ¢ogu, laboratuvarda kolayca kiiltiirlenebilen, insan sagligi agisindan da
onemi olan bir Mikrosporidia tiirti Encephalitozoon cuniculi ile gergeklestirilmistir.
Bununla birlikte, farelerde yapilan deneyler, biiyiik 6lgiide insan bagisiklik sistemi
cevabini taklit eder niteliktedir (107,108).

Mikrosporidia enfeksiyona karst edinilmis (adaptif) bagisikligin 6nemi,
atimik ve SCID farelerin (T hiicresi olmayan) bagisiklik sistemi saglam olan
farelerin aksine enfeksiyonu kontrol edemediklerini gésteren ¢alismalar ile gok
erken donemlerde bildirilmistir (109,110). Sonraki yillarda CD8" alt kiimesinin
enfeksiyona kars1 birincil tepki toplulugu oldugu bildirilmistir (104,111). Ayrica
ayni donemde, viral olmayan bir patojene karsi konagin korunmasi konusunda sira
dist bir durum olan, giiclii sitotoksik T lenfosit (CTL) cevabinin iiretilmesi ¢ok
onemli bir bulustur (112). Deneysel olarak olusturulan nakavt (knock out) bir
farede, sitotoksik bir graniil olan perforinin eksikliginde, mikrospridya
enfeksiyonun durdurulmasinin basarisiz oldugu bildirilmistir (113).

CD4" T hiicrelerinin enfeksiyon yoluna bagli olan ikili rolii de ilging
gozlemler arasinda yer almaktadir (107). Periton i¢i enfeksiyon durumunda,
konakg1 korumasi veya CD8" T hiicresi bagisikliginin gelistirilmesi i¢in CD4" ¢ok
gerekli olmayabilirken, oral enfeksiyon durumunda CD4* ve CD8"in ortak
(sinerjik) rolii oldugu 6ne siirtilmiistiir (112,114,115). CD4T hiicrelerinden yoksun
farelerin normal periton i¢i enfeksiyon sonrasinda normal bir CD8" yaniti
olusturmasi ise yukarida bahsedilen durumun kaniti niteligini tagimaktadir (114).

Bagisiklig1 yeterli (immiinokompetan) farelerde, E. cuniculi enfeksiyonun,
kisa omiirlii efektor CD8" T hiicreleri (SLEC) olarak adlandirilan antijene ozgii
gliglii bir CD8" T hiicreleri efektor tepkisini indiikledigi bildirilmistir (107). Bhadra
ve ark. (116) SLEC popiilasyonunun, akut E. cuniculi enfeksiyonu sirasinda ¢ok
islevli dzellikler sergiledigini ve bu durumun da enfeksiyonun kontrol edilmesinde
onemli oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte, kritik sitolitik 6zelliklerinin yan1
sira, [FNy ve TNFa salgilanmasi gibi diger foksiyonlarinin da, CD8" T hiicrelerinin
patojenin yayilmasini kontrol etmede sinerjisttk bir rol oynayabilecegi
goriilmektedir (107). Yapilan bir baska c¢alismada Enterocytozoon bieneusi
sporlarmin sitokin ve kositimiilator iiretimini arttirmasi ve bdylece dentritik

hiicrelerin faaliyetini sagladig1 gosterilmistir (117).
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Yukarida bahsedilen E. cuniculi enfeksiyonuna karsi koruyucu bagisiklik
ile ilgili calismalarin c¢ogu intraperitoneal bir enfeksiyon yolu kullanilarak
gergeklestirilmistir. Patojen oral yoldan elde edildiginden, bagirsak bagisikligini
degerlendiren calismalar patojene karsi bagisik tepkiyi anlamak i¢in onemlidir.
Yapilan birkag ¢alisma bagirsak CD4" T lenfositlerinin CD8" ile sinerjik etki
gostererek enfeksiyonu temizledigini gostermistir (111,115). Hall ve ark. (2008)
bagirsak florasinin, TLR9'un (TLR9) katilim1 ile E. cuniculi'ye kars1 gii¢lii bir
bagirsak bagisiklik tepkisinin olusmasinda ve saglikli bir bagirsak homeostazinda
onemli bir rol oynadigi gosterilmiglerdir. Ayrica TLR9 gen eksikligi olan farelerde
Mikrosporidia enfeksiyonuna karsi zayiflamis bir cevap goriilmiistiir (118).
Moretto ve ark. (106) Latent enfeksiyon durumunda yas arttikca enfeksiyon
riskinin, yetersiz mukozal CD8" T hiicre cevabi sebebiyle, arttigi deneysel olarak

gosterilmislerdir.

2.8 Tani ve Arastirma Yontemleri

Mikrosporidialarin bir¢ok farkli canli grubunda sebep oldugu enfeksiyonlar,
bu canlilarin teshis ve tanimlamalarmin ¢ok titiz bir sekilde yapilmasini
gerektirmistir. Farkli hayat evreleri, kiigiik boyutlar ve fazla cins/tiir sayisina sahip
olmalart Mikrosporidialarin karakterizasyonunu zorlastiran etmenler arasindadir.
Bu sebeple gecmis yillarda o6zellikle sadece 151k mikroskopu ile yapilan
calismalarda bir¢ok yanlig tiir tanimlamasi1 yapilmistir. Gilintimiide duyarlili ve
ozgilliigi yiiksek farkli tan1 yontemleri mevcuttur, fakat arastirmacilar birkag farkli
yontemin birlikte kullanilarak dogrulama yapilmasini dnermislerdir (2).

Mikrosprodia sporlari ¢ok dayanikli oldugundan diski ya da duodenal drenaj
ornekleri %5-10’1uk formol i¢inde de laboratuvara gonderilebilir ya da taze olarak
incelenebilir. Fakat molekiiler ¢alismalar i¢in kesinlikle taze materyal gereklidir.
Diski ve duodenal drenaj haricinde balgam, nazal akinti ve BOS viicut sivilari,

konjuktiva siirtintiisii ve doku 6rnekleri de incelenebilir (12).

2.8.1 Mikroskobik Yontemler

Belirtilen zorluklar sebebiyle ge¢miste 151k mikroskobu yapilan

caligmalarda bazen yanlis tiir teshislerine bazen de bilinen tiirlerinin sinonimlerinin
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olusmasina yol agmistir. Sonraki yillarda 6zellikle elektron mikroskobunun
gelismesi ve yayginlagsmasi ile teshis ve tanimlamada daha dogru sonuglara
ulasilmistir. Fakat hizli tespit ve inceleme imkani sundugu i¢in giinlimiizde 151k

mikroskobu hala yogun bir sekilde kullanilmaktadir (2,11).

2.8.1.1 Isik ve Floresan Mikroskop

Isik mikroskobu cins ve tiir diizeyinde ayrim yapilmasini saglayamamasina
ragmen tanida etkin olarak kullanilan bir yontemdir (17). Hayat evreleri 1s1k
mikroskobunda pek fazla ayirt edilememekte fakat giemsa gibi temel boyama
teknikleriyle bazi hayat formlar1 ayirt edilebilmektedir (Fotograf 2-4) (119). Gram
boyama yapilan Orneklerde gram pozitif boyanan sporlar maya hiicresi
goriinlimiinde olmalarina ragmen pembesi renk ve tomurcuklanma gdstermemesi
ile mayalardan ayrilirlar (17). Hayat evrelerinde sahip olduklari ¢ekirdek sayilart
parazitin teshisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Isik mikroskobunda meront,
sporont ve sporoblast evrelerine ait taze Orneklerde cekirdek sayilari tespit
edilebilirken, spor evresinde boyanmasi gerekmektedir. Sporun kalin duvara sahip
olmasi boyama Oncesi bazi kimyasallarla miidahaleyi gerektirmektedir (120).
Cekirdek sayilariin yaninda sporlarin sekilleri ve boyutlar: da teshiste 6nem arz
eden Ozelliklerdendir. Bir cinse ait tiirlerin spor yapilarinin birbirine benzer yapida

olmasi buna 6rnek olarak verilebilir (2).
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Fotograf 2.3. Giemsa ile boyanmis Sporont bar: 10pm (Sitoplazmaya fazla boya
girememis)(2)

Yapilan caligmalarda, diger boyalarla miidahale edilen 6rneklerin Weber’in
Modifiye Trikrom Boyasi (MTS) ile dogrulanmasi gerektigi bildirilmistir. Ozellikle
disk1 Orneklerinin boyandigi MTS rutin tanida da kullanilabilen giivenilir bir
tekniktir (76,121,122). Bu yontem ile spor duvari parlak pembe renge
boyanmantadir (Resim 7) (15,17). Tirk ve ark. (93) gergeklestirdigi MTS nin
referans olarak kabul edildigi ¢alismada, Kalkaflor (CF) ve Akridin turuncusu (AO)
boyamalarinin 6zgiillik ve duyarliligin1 degerlendirmis ve c¢ok yakin sonuclar
aldiklarini bildirmislerdir. Salleh ve ark. (123) 290 diski 6rnegini Gram-
Kromotogrof Kinyon (GCK) ile incelemis ve Weber’in Modifiye Trikrom Boyasi
ile karsilastirdiginda uyumlulugun %98 civarinda oldugunu rapor etmislerdir.

Boylelikle GCK tekniginin rutin tanida kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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Fotograf 2.4. MTS ile boyanmis Encephalitozoon spp. 100X

Isik mikroskobu tanilarinda floresan boyalar da kullanilmaktadir. Uvitex
2B, Kalkaflor Beyaz ve Fungi Flour en ¢ok kullanilan boyalardandir. Bu boyalar
endospor tabakasindaki kitine baglanarak floresan renk verir. Kitin igeren mantar
sporlari da bu boyalar ile boyandiklarinda boyut burada ayirt edici ozellik
olmaktadir. Sporlar canli ise Calcoflour M2R ile 395-415nm dalga boyunda tukuaz-
mavi bir gorlintii, 6lii ise beyaz-sar1 renkte gozlenir (Resim 7). Floresan boyalarin
hizl1 ve kolay olmasinin yaninda MTS ile de uyumlu sonuglar verdigi bildirilmistir
(9,121,124).

Doku o6rneklerinde mikrospridya incelemeleri i¢in %1°li asit fast ve gram
kromotogrof boyalarinin uygulama kolayligi, etkinligi ve maliyeti yoniinden ideal
oldugu bildirilmistir (125).
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Fotograf 2.5. Kalkaflor (1,2,3) ve MTS (4) ile Boyanan Mikrosprodia sporlart
(17)

Warthin-Starry (WS) yontemi ise elektron mikroskobu ile %100 uyumlu
sonu¢ veren, Ozellikle Encephalitozoon tiirlerinin tanisinda kullanilan bir
boyamadir (126). Ayrica Reisner ve ark. (127) Asit-Fast-Trichrome Boyasinin da

Mikrosporidia tanisinda kullanilabilecegini belirtmistir.

2.8.1.2 Gecirimli (Transmisyon) Elektron Mikroskobu

Mikrosporidialarin incelenmesinde daha ¢ok gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) kullanilmaktadir. TEM ile Mikrosporidialarin biitiin hayat dongiileri ve
organelleri (Polar filament vb.) kolaylikla incelenip karakteristik &zellikleri
belirlenebilir ve parazitin cinsi hatta tiirii diizeyinde teshis yapilabilir (2,17).

Bu yontemin 6zgiilligii yiiksek olup duyarlilig diisiiktiir ve bunun yaninda
yorucu ve uzun zaman gerektirmektedir. Ozellikle molekiiler ydntemlerin

uygulanmadig1 laboratuvarlarda altin standart olarak kabul edilen bir yontemdir

(12,17,128-130).
2.8.2 Antijen ve Antikor Tabanh Yoéntemler
ELISA ve Immunblot gibi antikor tabanli (Serolojik) testler, yakin tiirler

i¢in olasi ¢apraz reaksiyon ve enfeksiyonun yeni mi yoksa gegmis donemlere mi ait
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oldugunun ayrimini vermemesi sebebiyle onerilmemektedir. Ayrica bagisik sistemi
yetersiz insanlardaki farkli antikor sevileri ve saglikli insanlardaki yiiksek
Mikrosporidia antikorlarinin bulunmasi, tani igin serolojik yontemlerden kaginmay1
gerektirmistir (46,128,129,131,132).

Immunfloresan Teknikleri (IFAs) ve ELISA gibi antijen tabanli tam
yontemlerinde deneysel olarak bagisiklanmis deney hayvanlarindan elde edilen
antikorlar kullanilmaktadir. Bu antikorlar, monoklonal (tek epitopa kars1) ya da
poliklonal (gesitli epitoplara karsi) olarak iiretilebilir ve patojene 6zel antijenleri
tanima yetenegine sahiptirler (46). Klinik tanida diger patojenlerin sebep
olabilecegi ¢apraz reaksiyonlar, tiire 6zel monoklonal antikor tekniginde endise
edilmesi gereken konu olmaktan ¢ikmigtir (133).

Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis gibi insanda
enfeksiyon olusturan Mikrosporidia tiirleri i¢in bir¢ok 6zel antikor gelistirilmistir
ve bunlarin biiyiik bir kismi spor duvari proteinleri hedefli ¢alismaktadir (7,94,134—
139). Antikor tabanl tan1 yontemlerin aksine antijen tabanl yontemlerin, 6zellikle
monoklonal antikorlarin (MAbs), yiiksek 0zgiilliikk ve duyarliliga sahip olduklar
raporlanmistir. Ghosh ve ark. (133) tarafindan yapilan c¢alismada, PZR ile
Monoklonal Antikor (IFA-MADbs) yontemiyle 200 kisiden alinan ornekler
Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis agisindan taranmistir.
PZR’nin altin standart olarak kabul edildigi bu ¢alismada IFA-MADbS yonteminin
duyarliliginin %95,2, 6zgilliigiiniin ise %100 oldugunu raporlamislardir. Benzer
sekilde Alfa Cisse ve ark. (134) IFA-MADs tekniginin duyarlilik ve ozgiilligiini
%100 olarak raporlamislardir. Bazi calismalar boylesi yiiksek duyarlilik ve
ozgillik géstermemesine ragmen (%80-%100 arasinda degisen oranlar mevcut),
IFA-MAbs tan1 yonteminin insan patojeni Mikrosporidialar i¢in giivenilir bir teknik
oldugu bildirilmistir (135,138). Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigiine ek olarak, PZR
gibi uzman gerektiren tekniklerden daha kisa siirede sonu¢ vermesi ve sadece bir
kit ve floresan mikroskop gerektirmesiyle de arastirmacilarin dikkatini cekmektedir
(133).

Ulkemizde Sivgin ve ark. (94) yaptig1 calismada Tiirkiye’de ilk olarak IFA-
MADbs yontemi ile Encephalitozoon intestinalis saptanmigtir. Hamamci ve ark. (11)
kanser tanisi ile takip edilen ve kemoterapi uygulanan hastalardan aldigi 6rnekleri
Encephalitozoon intestinalis ve Enterocytozoon bieneusi’ye 6zgiill monoklonal
antikor kiti (IFA-MADs) ile degerlendirmislerdir. Ayni ¢calismada MTS, AFT ve
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Kalkoflor boyalar ile de miidahale edilmis ve pozitiflik oranlar1 birbirleriyle
karsilastirilmistir. Cetinkaya ve ark. (7) ise kemik iligi transplant hastalarinda ayni
yontemden faydalanarak epidemiyolojik bir calisma gergeklestirmislerdir.
Aragtirmacilar monoklonal antikor yonteminin konvansiyonel yontemlerle birlikte
kullanilmasinin tanidaki duyarlilig1 arttiracagi vurgulamislardir.

Birgok arastirmact PZR’nin IFA-MAbs yonteminden daha duyarli oldugu
konusunda hemfikirdir, fakat gerek lilkemizde, gerekse diinyada gergeklestirilen
caligmalar IFA-MADbs’in diger yontemlerle birlikte klinik tanmida giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir (11,46,140).

2.8.3 Niikleik Asit Tabanh Yontemler

Klinikte de yaygin olarak kullanilabilen niikleik asit tabanli ydntemler
ozellikle taksonomik ve filogenetik ¢aligmalarda tiir tespiti ve ayrimi i¢in dnem
tasimaktadir. Genom biiytikligii 2,3-51,3 Mb arasinda degisen bu canlilarda,
rRNA, a- ve B- Tiibiilin genleri’nin yaninda birgok 6zel gen bdlgeleri ile
gerceklestirilen caligmalarda tiir ayrimlarmin  dogru bir sekilde yapildigi
bildirilmistir. Ayrica Genbank’ta 3000 civarinda kismi ve tam SSU RNA dizilimleri
erigilebilir durumdadir (4,9,17,46,98,141-143). Niikleik asit tabanli yontemlerin
etkinligi formalin iginde kalmis Orneklerde dahi gorilmiistir (144). EBIEF],
EBIER1 gibi tiire 6zgii primelerin yaninda ozellikle taksonomik c¢aligmalarda
birgok  tiirin  (Enterocytozoon bieneusi, Encehalitozoon hellem,
E.intestinalis,E.cuniculi) rRNA bdlgesini ¢ogaltmakta kullanilan V1 ve Micro-F
gibi bir¢ok primer tasarlanmistir (145,146).

Niikleik asit tabanli aragtirmalar ¢ok farkli amaglara hizmet etmektedir.
Patojenin dagilimi, klinik tanimi, taksonomik durumu, genom kaybi, protein sentez
mekanizmalarina iliskin birgok calisma mevcuttur. Vossbrinck ve Debrunner
Vossbrinck’in (147) 125 farkli mikrosporida tiirine ait dizinin filogentik analizini
gerceklestirmesi ve habitatlarina gore yorumlanmasi; Gill ve Fast’in (50)
Encephalitozoon cuniculi’de genom kaybinin (azaltimi) DNA onarim
mekanizmasinin lizerine etkisinin arastirilmasi; Ashikin ve ark.‘mn (58) Malezya’da
belirli bir bolgede yasayan yerlilerde parazitlenmis olan Mikrosporidia tiirlerini
PCR ile tanimlamasi ve sikligini1 raporlamasi, bu farkli ¢alismalara 6rnek olarak

verilebilir.
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Ulkemizde ise Ozko¢ ve ark. (89) iyatrojenik olarak immiin sistemi
baskilanmis hastalarda Mikrosporidia prevelansini aragtirmak i¢in PCR yontemini
kullanmislardir. Usluca ve Aksoy (148) bagisiklik sistemi baskilanmis bir ¢ocukta,
mikroskop ile tani koyulan Mikrosporidia tiiriinii PZR ile belirlemislerdir.
Cetinkaya ve ark. (149) farkli DNA izolasyon siiregleri ile elde edilen 6rnekleri
PCR ile karsilastirmig ve molekiiler yontemlerin uygulanmasinda izolasyon

yontemlerinin ¢ok 6nemli oldugunu vurgulamistir.

2.8.4 Hiicre Kiiltiirii

Mikrobiyolojik aragtirmalarda 1930’lu yillarda baslanan ve simdiye kadar
gelistirilmis olan in vitro hiicre kiiltiiri metotlar1, hiicre i¢i patojenlerin
izolasyonunda, saflagtirillmasinda ve fiiretilmesinde ¢ok kullanmishdir (150,151).
Hiicre kiiltiirti ilk zamanlarda tedavi edici bilesiklerin etkinliginin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilmis olsa da sonradan, 6zellikle bu organizmalarin enfeksiyon
mekanizmalarini anlamada bilim camiasina 6nemli bilgiler sunmustur (39,152—
154).

Mikrosporidialar s6z konusu oldugunda, kiiltirde kullanilacak hiicre
hatlarinin Mikrosporidialarin bulundugu dogal konak canlilarindan elde edilmesine
gerek yoktur (8). Insanlarda enfeksiyon olusturan Mikrosporidialarin bir kismiin
kiiltirit  yapilabilmistir (N. corneum, Encephalitozoon hellem, E.cuniculi,
E.intestinalis, T. hominis ve V. corneae). Fakat insan Mikrosporidia
enfeksiyonlarmin en 6nemli tiirlerinden olan Enterocytozoon bieneusi’nin uzun
siireli kiiltiirii yapilamamaktadir. Ozellikle Encephalitozoon tiirlerinin kiiltiirleri
icin insan deri fibroblastlar1 (HFF) ve tavsan bobregi (RK13) hiicreleri ¢okca
kullanilmaktadir (155). Hiicre kiiltiirii uygulamalar1 6zellikle Mikrosporidialarin
enfeksiyon mekanizmalarimi ve gelisim evrelerini incelemek icin 6nem arz
etmektedir. (4,12,151,156). Han ve ark. (4) hiicre kiltirii kullanilarak
Mikrosporidialarin polar tiipiinin konak hiicreyi enfekte etmedeki roliinii

aydinlatmalar1 bu ¢alismalara verilecek en iyi drneklerdendir.

2.8.5 Akis Sitometri (Flow Cytometry)
Bakteriyolojide genis kullanim alani olan Akis Sitometri Teknigi,
Plazmodium, Toxoplazma, Eimeria, Leishmania, serbest yasayan amipler,

Cryptosporidium, Giardia ve Mikrosporidia gibi canlilar1 tanimlamada ve patojen
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yiikiinii 6lgmede kullanilmistir. Tanidan ziyade anti mikrobiyal ajanlarin etkisini
degerlendirme amagli patojen yiikiiniin 6l¢iildiigii ¢alismalar mevcuttur (157-162).

Mikrosporidialar s6z konusu oldugunda akis sitometri teknigi
caligmalarinin  ¢ok az oldugu goriilmektedir. Literatiire bakildiginda,
Encephalitozoon cuniculi’nin canlilik ve yiikiinii belirlemek, diski 6rneklerinden
Enterocytozoon bieneusi izole etmek, bir baliktan izole edilen Mikrosporidia
sporlarimin niikleik asitlerini karsilastirmak ve 3 Encephalizoon tiiriiniin ayrimini
yapmak i¢in Akis Sitometri Teknigini kullanildigr calismalar goriilmektedir
(158,163,164).

2.8.6 Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri genellikle temel immiin yanit calismalarinin yaninda tani
metotlarini, asilar1 ve terapotik stratejileri degerlendirmede yarar saglamaktadir.
Bunlarla birlikte mono ve poliklonal antikorlarin iiretiminde de kullanilmaktadir.
Farkli Mikrosporidia tiirleriyle (Encephalitozoon cuniculi, E. hellem, veya
Vittaforma corneae) gerek periton i¢i gerekse oral yol ile enfekte edilen farkli deney
hayvanlarinda (fare, rat, tavsan, maymun, nematod) farkli modeller olusturulmustur
(4,9,39,117,165-169). Bununla birlikte hayvan modellemesi olmayip sadece
Mikrosporidialari iiretmekte farkli hayvan tiirleri kullanilmaktadir (8,170).

Hernandez ve ark. (171) Mikrosporidia enfeksiyonlarinin konak hiicre
dongiisiine ve hiicre apoptozisine etkisini arastirmak icin arilar lizerinde ¢alisma
yapmuglardir. Moretto ve ark.(106) deneysel olarak E. cunuculi ile enfekte ettigi
farelerde yasa bagli olarak mukozal dentritik hiicre cevabinin diistiigiinii rapor
etmislerdir. Kotkova ve ark.(172) latent mikrosporidiyoz olusturduklari farelerde,
tedaviden sonra bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonucunda yeniden reaktive
olabilecegini bildirmislerdir. Bagisik yanitlarin anlasilmasi konusunda diinya

genelinde farkli ¢alismalar gergeklestirilmistir (108,109,112,115,167,173).

2.8.7 Kiitle Spektrometresi (MALDI TOF MS)

Kiitle spektrometresi, kimyasal bilesiklerin kiitle yiik oranlarini belirlemek
i¢in gelistirilmis analitik bir tekniktir. Kiitle spektrometrelerinden biri olan “Matriks
lle Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/lyonizasyon Ugus Zamam Kiitle
Spektrometresi” Leishmania, Cryptosporidium, Giardia, Entamoeba histolytica

gibi protozoonlarin yaninda kene ve pire gibi dis parazitlerin teshisinde kullanilmis
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ve biyolojik molekiillerin analizinde ¢ok uygun bir metot oldugu goriilmiis, hem
uygulama hem de maliyeti agisindan diger yontemlerden avantajli oldugu
bildirilmigtir (174-179).

Insan patojeni Mikrosporidia teshisi icin MALDI-TOF yéntemi giiniimiizde
pek kullanilmiyor olsa da, Moura ve ark. (180) bu teknik ile Encephalitozoon
cuniculi, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon intestinalis ve Brachiola
algerae tiirlerini birbirinden ay1rt etmeyi basarmislardir. Bu ¢alismada biitiin sporu,
spor duvarmi ve c¢oziilebilir maddelerini (fraksiyonlar) herhangi bir saflastirma
basamagi olmadan dogrudan MALDI plakasinin iizerine uygulamislardir. islem
sonucunda ise biitiin spor ve ¢oziilebilir madde analizlerinin bahsi gegen 4 tiirii
birbirinden ayirdig1 raporlanmistir. Sonucunda, biitiin bir organizma i¢in MALDI-
TOF analizinin hizli, duyarli ve giivenilir oldugunun ve bununla birlikte farkli

parazitoloji uygulamalarinda kullanilma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.

2.9 Tedavi

Mikrosporidialarin  hiicre i¢i parazit olmasi hastanin etkenden
temizlenmesini gii¢lestirmektedir. Tiibilini (B-tubulin) inhibe eden albendzaol ve
metiyonin aminopeptidazt tip 2’yi (MetAP2) inhibe eden fumagilin
mikrosporidiyoz tedavisindeki en temel 2 ilaglar olmakla birlikte sitotoksik etkisi
en az olan bilesiklerdir. Albendazolun, Encephalitozoon tiirleri igin etkili oldugu
bilinmektedir, ancak Enterocytozoon bieneusi’ye kars1 etkinligi yoktur.
Fumagilinin ise Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozonn tiirlerine kars1 etkisi
oldugu raporlanmistir fakat toksik etkisi fazla ve bir¢ok iilkede ticari olarak
bulunmamaktadir (153,181-184). Insan saghgini tehdit etmesinin yaninda,
Mikrosporidialarin ekonomik degeri olan boceklerde ve sucul canlilarda da ciddi
enfeksiyonlara sebep olmus ve diinya genelinde ekonomik kayiplara neden
olmustur. Bundan dolay1 yillar igerisinde, Mikrosporidiyoz tedavisi igin ¢esitli
deneysel ¢alismalar gergeklestirilmistir (9,54,182,185,186).

Mikrosporidialarda metionin aminopeptidaz tip 1 (MetAP1) yoktur ve bu
nedenle MetAP2'ye bagimlidir, ancak memeli hiicrelerinin her iki enzimi de vardir
(48). MetAP2’ler yeni olusmus proteinlerden N-terminal metiyonin artiklarinin
hidrolitik olarak uzaklastirilmasini katalize eden bir sitosolik metaloenzimdir. Bu
nedenle Mikrosporidialarda tek olarak bulunan MetAP2 hayati bir enzimdir ve bu

yolun yeni inhibitdrlerinin, terapdtik ajanlar olarak kullanilmasi ilgi cekmektedir
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(187,188). Encephalitozoon cuniculi’nin glikoliz reaksiyonunda 6nemli rol
oynayan triosefosfat izomeraz (TIM), yakin zamanda anti-Mikrosporidia ilag
tasarimi i¢in kullanilmaya baslayan yeni bir hedeftir. TIM sistein (Cys)
kalintilarinin ti¢ farkli siilfhidril reaktifi ile modifikasyonu Mikrosporidian TIM'i
inaktive edebilecegi fakat insanlara ya hi¢ ya da biraz olumsuz etki gosterebilecegi
raporlanmistir (53).

Memeli hiicrelerinde bulunmayan Kitin, Mikrosporidialarin spor duvarinin
yapisini korumak i¢in 6nemlidir. Bu durum, Kitin sentazin mikrosporidyoz i¢in
terapotik ajanlarin  gelistirilmesinde dikkat ¢eken bir hedef olarak goze
carpmaktadir. Nikkomisin, polioksinler ve lufenuron gibi kitin sentaz
inhibitorlerinin spor replikasyonunu inhibe ettigi ve spor morfolojisini bozdugu in

vitro olarak gosterilmistir (189-191).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi ve
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine gelen gaita
ornekleri Mikrosporidia tiirleri agisindan arastirilmis ve degerlendirilmistir.
Diizce’den 212, Bolu’dan 188 olmak iizere toplamda 400 o6rnek c¢alisilmistir.
Calismaya dahil edilen 6rnekler toplum i¢indeki gergek prevelansi yansitmasi igin
Ozellikli hasta gozetmeksizin farkli polikliniklerden temin edilmistir. Calismaya
baslamadan 6nce Diizce Universitesi Girisimsel Olmayan Saglik Arastirmalar1 Etik
Kurulu'na basvuru yapilmis ve 2019/41 nolu 16.12.2019 tarihli kararda onay
alinmustir. Calisma icin gerkeli olan biitce Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan saglanmistir (2020.04.01.1106 nolu proje).
Ayrica DNA dizi analizi igin TUBITAK 1002-B Hizli Destek Modiiliine sunulan
2228708 Nolu proje onerisi ile desteklenmistir.

Temin edilen 6rnekler ilk olarak mikroskobik ve molekiiler incelemelerde
kullanilmak tizere ikiye ayrilmigtir. Mikrosbik yontemler i¢in ayrilan her bir 6rnege
¢cOktiirme yontemi uygulanmig, modifiye trikrom boyama yapilmis ve
incelenmistir. Molekiiler yontemler i¢in ayrilmis Orneklerde ilk olarak DNA
izolasyonu  gerceklestirilmistir.  izolasyon sonrasinda  orneklerde PZR
gergeklestirilmis ve pozitifligi tespit etmek amaciyla jel elektroforez yapilmistir.
(Sekil 3-1). Ayrica Kayseri Erciyes Universitesi dgretim iiyelerinden Dog. Dr. Ulfet
CETINKAYA pozitif Kontrol konusunda yardime1 olmustur.

Epidemiyolojik bir ¢alisma olan bu arastirma icin 6rneklem sayisi, rnek
uzaymdaki birey sayisinin bilinmesi sebebiyle asagidaki formiil ve degerler
kullanilarak hesaplanmistir. Arastirilan durumun goriilme sikliginin 0,5 olarak
alinmasmin sebebi, iilkemiz genelinde yapilan calismalarda insan patojeni
Mikrosporidia yaygmliginin belirgin olmamasidir.

n=Nxt2+pxq/d2+(N—1)+(t2*p*q)

n: Orneklem sayis1.

N: Ornek uzayindaki birey sayis1

p: Arastirilan durumun goriilme sikligi (0,5 olarak kabul edilmistir).

g: (1-p), arastirilan durumun goriilmeme sikligi (0,5 olarak hesaplanmistir).
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t: Belirli bir anlamlilik diizeyinde, t tablosuna gore bulunan teorik deger
(%95 giiven seviyesinde 1,96’dur).

d: Olayin goriiliis sikligina gore kabul edilen 6rnekleme hatasidir (0,05
olarak kabul edilmistir).

Bolu ve Diizce illeri popiilasyonu toplam yaklasik 700 000 olarak ele
alindiginda, %5 yanilma pay1 ve %95 giiven diizeyinde ¢alismaya dahil edilmesi
gereken ornek sayis1 384 olarak hesaplanmustir.

Bolu’dan alinacak 6rnek sayisi: 384*311810/700000 = 172

Diizce’den alinacak 6rnek sayisi: 384*387844/700000= 212

Temin edilen DNA izolasyon kiti 400 6rneklik olmasi sayesinde oransal
olarak 6rnek alimi yeninde hesaplanmis ve Bolu i¢in 188, Diizce i¢in 212 6rnek

dahil edilmistir.

| Formol-Eter
Coktlirme
| Mikroskobik Modifiye Trikrom
Yontemler Boyama
()
C .
. Inceleme
>
= —| DNA izolasyonu
=z
| Molekuler Polimeraz Zincir
Yontemler Reaksiyonu

L Jel Elektroforez

Sekil 3.1. Is Akis Semas1

3.1 Mikroskobik Yontemler

Dogrudan yayma ile incelendiginde gézden kagabilen seyrek miktardaki
helmint yumurtalar1 ve protozoon kist ve ookistleri digkinin yogunlastirilmasiyla
daha kolay saptanabilmektedir. Yogunlastirma yontemlerini baslica ¢oktiirme ve
ylizdiirmek olarak ikiye ayirabiliriz. Coktiirme santrifiij yada suyun kaldirma
kuvveti etkisiyle saglanabilmektedir. Cokeltinin digkida yer alan parazitlere ait tiim
yapilart icermesi acisindan ¢oktiirme yontemi ylizdiirme yoOntemlerine gore

avantajh goziikmektedir. Tabi ¢okeltide fazlaca digkr artiginin bulunmasi ise en
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onemli dezavantajidir. Bu sebeple c¢oktiirme yontemlerinde diskidaki yagin
¢cozlinmesini ve artiklarin azaltilmasini saglamak igin eter, etil asetat ve ksilen gibi

kimyasallar kullanilmaktadir.

3.1.1 Formol-Eter Coktiirme Yontemi

Mikrosporidia gibi teshis edilmesi zor olan patojenlerin mikroskobik
incelemeler dncesinde yogunlastirma yontemlerine tabi tutulmasi goriilme oranlar1
arttirmaktadir. Bu ¢alismada yogunlastirma yontemlerinden biri olan formol-eter
yontemi uygulanmigtir (Sekil 3-2).

Formol-eter ¢oktiirme yonteminin basamaklart;

» 1-1,5 gram taze digkiya 10 ml %10’luk formol eklenir, karistirilir ve 30
dakika bekletilir. Eger digk1 siv1 ise 5-6 ml digki koymak yeterlidir.

» Siispansiyon 2 katli gazli bezden gegirilerek 15 ml’lik konik santrifiij tiipline
aktarilir.

» Siiziilmiis olan ¢ozelti igerisine serum fizyolojik ekledi ve 15 ml’ye
tamamlanir.

» Cozelti 400-500X g’de 2 dakika kadar santrifiij edilir. Uygulama sonrasinda
tisteki sivi kisim bulanik ise bu sivi dokiiler, ¢okeltinin iizerine serum
fizyolojik eklenir, karistirilir ve yeniden santrifiij edilir.

» Berraklasan su dokiiliir ve dipte kalan ¢okeltiye birkag ml %10°luk formol
eklenir ve tlip calkalanir. Sonrasinda toplam hacim 10 ml olana kadar
formol eklenir.

» Cozeltiye 3 ml etil asetat ya da eter eklenir. Tilpiin agz1 kapatilarak
calkalanir. Hava yapabilecegi i¢in tipa patlayabilir o yiizden calkalarken
birkag¢ kez hava almasi saglanir.

> Olusan ¢dzelti 400-500X g’de 2-3 dakika santrifiij edilir. Ustte olusan digk1
tikaci olarak isimlendirilen s1vi tabakalar dokiiliir. Kenarda kalan bir miktar
s1v1 ¢okelti icine akar. Cokelti ile bu az miktardaki sivi karistirilir.

» Cokelti hala kat1 ise az miktarda serum fizyolojik eklenerek karistirilir ve
vortekslenerek calkalanir.

> Incelemek ya da boyamak icin preparat hazirlanr.
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Sekil 3.2. Formol- Eter Konsantrasyon Y dntemi

3.1.2 Modifiye Weber Trikrom Boyama
Hazilanmis preperatlar mikrosprodialarin laboratuvar tanisinda siklikla
kullanilan Modifiye Weber Trikrom Boyasi ile boyanmistir. Boyama 6ncesinde

stirecte kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanmastir.

Kromotrof (Chromotrope) boya ¢6zeltisinin hazirlanisi;

» 6 g Chromotrope 2R, 0,15 gr Fast Green ve 0,7 gr Fosfotungtik Asit
karisimina 3 ml Glasiyel Asetik Asit eklenmistir.

> lyice kanistirldiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

» Karigima 10 ml distile su eklendi ve homojen hale getirilerek cam sise
igersinde muhafaza edildi.

Asit alkol ¢ozeltisinin hazirlanisi;

» 900 ml saf etanole 100 ml distile su eklendi ve %90’lik etil alko elde edildi.
» %901k etil alkol ¢ozeltisinden 995,5 ml alinarak {izerine 4,5 ml glasiyel
asetik asit eklendi.

Modifiye Weber trikrom boyama basamaklart;

» Konsantrasyon yontemiyle hazirlanmis 6rneklerden lam iizerine yaymalar
hazirlanip kurumaya birakilmistir.

> Kuruduktan sonra 10 dakika metanolde bekletilerek sonrasinda tekrardan
kurumaya birakilmigtir.

» Fikse edilmis yayma Weber Yesil boyasinda 90 dakika bekletilecek ve

38



sonrasinda yaklasik 5 saniye kadar Asit Alkol ¢ozeltisi igerisinde
bekletilmistir.

> Sonrasinda %95°1ik etanolde iki kez 10’ar dakika bekletildi ve ardindan iki
kez %100’k etanolde 10’ar dakika bekletilmistir.

» Son basamak olarak da Ksilende 10 dakika bekletilen 6rnekler kurumaya
birakilmistir.

» Kuruyan Ornekler immersiyon yagi ile 1sitk mikroskobunda 100’Lik
objektifte inceleme yapilmistir.

—/ Homojenize Kuruduktan sonra 10 dakika
| numuneden Metanol icine : ] bekletildikten
yayma hazirlanir. koyulur. sonra kurumaya
birakilir.
—
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Weber Yegil
boyasinda 90
dakika bekletilir.,

(noog
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Sekil 3.3. Modifiye Weber Trikrom Boyama Basamaklari

goan

3.2 Molekiiler Yontemler
Molekiiler yontemler DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Jel

Elektroforezi olmak iizere 3 basamaktan olusmaktadir.

3.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu GeneAll iiretici firmanin “Stool DNA minikit” isimli kiti
ile gergeklestirilmistir. Elde edilen toplam DNA o6rnekleri PZR gerceklestirilene
kadar — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

Orneklerden DNA izole etmeden énce Dog. Dr. Ulfet CETINKAYAdan
temin edilen Encephalitozoon intestinalis o6rneginde (pozitif kontrol) DNA
izolasyon kiti denenmistir.

DNA izolasyonu basamaklar;
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Kit iceriside mevcut olan 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 mg
digkt 6rnegi koyulur.

Uzerine 1 ml PBS c¢ozeltisi eklenir ve 1 dakika boyunca
vorteklenerek homojen olarak karigmasi saglanir.

Tiipler oda sicakliginda 1 dakika kadar bekletilir.

Stipernatant kismi1 2 ml’lik bagka bir santrifiij tiipiine aktarilir.

Bu yeni tiipler 14.000 rpm’de 2-3 dakika santrifiij edilir ve
sonrasinda siipernatat kismi dokiiliir.

Tiiplin dibindeki ¢okelti iizerine kit igerisinden ¢ikan Buffer FL
cozeltisinden 0,65 ml eklenir ve karismasi i¢in 1 dakika kadar
vorteklenir.

Karisimin tlizerine yeniden 0,65 ml Buffer FL eklenir ve yeniden
vorteklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

Bekleme siiresi sonunda tlipler 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilir.

Santriflij sonrasinda supernatant kismi, kitin igerisinden c¢ikan
“Ezpass Filter (Beyaz)” olarak isimlendirilen kolona dokiiliir.
Ezpass kolonu 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Toplam
hacim (1,3 ml) Ezpass kolonuna sigmadigi i¢in bu islem her bir
ornek i¢in iki kere tekrarlanir.

Ezpass Filter kolonu 1,5 mI’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipii igerisine
yerlestirilir.

Uzerine kit igerisinden ¢ikan Buffer EB ¢ozeltisinden 100 pl eklenir
ve 1 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilir.

Bekletilen tiipler 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Ezpass Filter kolonu 1,5 ml’lik santrifiij tiipiinden c¢ikartilir ve
santrifiij neticesinde filtreden gecen tiipiin icerisinde olan siviya kit
icerisinden c¢ikan Buffer PB c¢ozeltisinden 500 pl eklenir ve
pipetleme ile karigmasi saglanir.

Olusan karisim kitin igerisinden ¢ikan “Column Type G (Yesil)
kolonuna nakledilir.

Yesil kolon 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir.
Santrifiij sonrasinda filtreden gegen siipernatant kismi dokiiliir ve

kolon yeniden tiipe yerlestirilir.

40



Yesil kolona kit icerisinden ¢ikan Buffer NW isimli ¢ozeltiten 500
ul eklenir ve 14.000 rpm’de santrifiij edilir.

Yine filtreden gegen supernatant dokiiliir ve kolon tiipe yeniden
yerlestirilir.

Kalan yikama ¢ozeltisinden tamamen arinmasti i¢in kolon yeniden
en yiiksek hizda santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasinda kolon yeni bir 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine
yerlestirilir ve iizerine kit icerisinden ¢ikan Buffer EB’den 50 pl
eklenir. 1-2 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Kolonlar 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir ve filtreden
santrifiij tlipline gecen saflastirilmis DNA, PZR i¢in -20°de
bekletilir.
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Sekil 3.4. DNA izolasyon Basamaklar1
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3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonunda insanlarda en sik enfeksiyon olusturan 4
tirtin (Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, E.cuniculi ve E.
hellem) kiigiik alt {inite (SSU) rRNA bolgesini hedef alan C1 ve C2 isimli primerler
kullanilmistir (Tablo 3.1). Segilen gen bolgesinin evrensel olmasi sebebiyle, ¢coklu
reaksiyonlarin bertarafi ve tilirlerin ayrimi igin ayrica tilirlere 6zgii primerler
tasarlanmis ve reaksiyonlarda kullanmilmistir. EBIEF1 ve EBIER primerleri
Enterocytozoon bieneusi tiirii igin EIMCF ve EIMCR primerleri Encephalitozoon
tiirleri icin kullanilmistir. Orneklerden izole edilen DNA’lar ¢alisiilmadan dnce
pozitif kontrol olarak elimizde bulunan Encephalitozoon intestinalis DNA’s1 PZR
ile ¢alisilmis ve jel elektroforezinde 1200-1300 baz ¢iftlik bantlar goriilmiistiir. Son
hacim 50pul olacak bigimde hesaplanmis ve reaksiyon ¢ozeltileri Tablo 3.2.” deki

gibi eklenmistir.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Primerler

Primerler Baz Dizilisi
C1 (Forward) 5'-CACCAGGTTGATTCTGCC-3’
C2 (Reverse) 5'-GTGACGGGCGGTGTGTAC-3’

EBIEF1 (Forward) 5'-GAAACTTGTCCACTCCTTACG-3'
EBIER1 (Reverse) 5'-CCATGCACCACTCCTGCCATT-3'
EIMCF(Forward) 5'-GTCTATGGTGAATGCTGCAGTT-3’
EIMCR (Reverse) 5'-ATTTCGATCCTCTAGCCTTCGT-3'

Tablo 3.2. Reaksiyon Cozeltileri

Cozelti Isimleri Miktar
PZR Mastar Mix (Tag Polimeraz, MgCl,, dNTP) 25 ul
Forward primer Sl
Reverse primer 5ul
RNase’dan arindirilmis su 12,5 ul
Izole edilmis taslak DNA 2,5 ul

Polimeraz zincir reaksiyonu igin “BIO-RAD T100 Thermal Cycler” cihaz1
kullanilmistir. PZR Is1-Dongii Cihazi ile DNA’nin 94°C’de 5 dakika denatiirasyonu
ile baslatilmistir ve 35 dongii olacak sekilde programlanmistir. Her dongiide
94°C'de 1 dakika ¢ift DNA zincirin ayrilmasi (denatiirasyon), 56°C'de 1 dakika
primerin taslak DNA ile birlesmesi (annealing) ve 72°'de 1 dakika dizinin uzamast

(elongasyon) islemleri gergeklestirilmis ve 30 dongiiden sonra 72°C'de 5 dakika
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son uzatma ile reaksiyon sonlandirilmistir (192). Amplifiye edilen iiriinler, agaroz

jel tizerinde elektroforetik olarak analiz edildi ve Gelred niikleik asit boyasi ile

boyandi ve bantlarin varligi UV 1sik altinda saptandi.

3.2.3

Jel Elektroforez

DNA gibi yiikli molekiilleri elektrik akimi yardimiyla boyutlarina gore

ayirmamizi saglayan bu yontemin basamaklar1 asagidaki gibi yapilmistir.

%1’lik jelin hazirlanmast;

>

>
>
>

A\

0,3 gram toz agaroz tartilir.

30 ml Tris EDTA Tampon (TAE) ¢ozeltisi ile karistirilir.

Agarozun erimesi i¢in mikrodalgada yeterince 1sitilir.

Erimis ¢ozelti bir dokiim tepsisine dokiiliir ve PZR {iriiniiniin
icerisine pipetlenmesini saglayacak kuyularin olugmasi icin tarak
yerlestirilir.

Jel katilagtiktan sonra (opak bir goriiniim alacaktir) tarak ¢ikarilir.
Katilagsmis jel bir elektroforez tankina yerlestirilir ve tank jelin

ylizeyi tamponla kaplanana kadar TAE ile doldurulur.

PZR iiriiniiniin jel kuyularina ytiklenmesi;

>

Numunelerin kuyucuklardan ¢ikmasini 6nlemek ve jel igerisindeki
hareketini gorebilmek i¢in, PZR fiirlinleri yiiklenmeden once 6zel
boya ile karistirilir.

Yiiklemeden once jelin pozitif ve negative elektrotlarinin yonii
kontrol edilir. Uriinlerin negative ugtan pozitif uca go¢ etmesi
gerekmektedir.

Ik kuyucuga bir DNA merdiveni (marker) ya da pozitif kontrol,
diger kuyucuklara ise PZR iiriinleri mikropipet yardimiyla yiiklenir.

Elektroforezin baslatilmasi ve jelin goriintiillenmesi;

>

>

Bu islemler sonrasinda elektroforez tankinin kapag: kapatilir ve 100
voltta 30 dakika yiiriitme islemi baslatilir.

Yiiriitme islemi bittikten sonra 100 ml TAE tampon bulunan bir kaba
2,5 ul etidyum bromid eklenir ve jel bu ¢6zeltinin igerisinde
otomatik ¢alkalayici yardimiyla 10 dakika kadar bekletilir. Etidyum
bromid niikleik asit yapilarina baglanarak jelde saptanmasinm

saglayan floresan bir boyadir.
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» Jel UV 151k altinda incelenir.

3.3 Istatistiksel Yontemler
Verilerin istatistiksel analizleri i¢in SPSS programindan faydalanilmistir.
Mikrosporidia dagiliminin yas, cinsiyet ve sikayet ile iliskisi Ki-Kare analiziyle

gerceklestirildi. Duyarlilik ve 6zgiilliik analizi i¢in Kappa testi kullanilmigtir. “p

degeri 0,05’ten kiiciik olan sonuglar anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1  Mikroskobik Bulgular

Bu calismada Bolu ve Diizce’den toplanan ¢oktiirme (yogunlastirma)
yontemi uygulanmis ve boyamada altin standart olarak kullanilan Modifiye
Trikrom Boya (MTS) ile boyanmistir. Boyama sonrasinda incelenen 400 drnekten
25’inde (%6,25) Mikropsoridia tiirlerine ait sporlar tespit edilmistir. il bazinda
degerlendirildiginde oranlarin birbirinden pek farkli olmadigi goriilmiistiir.
Diizce’den toplanan 212 adet gaita 6rneginden 14’{inde (%6,6), Bolu’dan toplanan
188 adet gaita 6rneginden 11’inde (%5,8) Mikrosporidia tiirlerine ait sporlar
gozlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. MTS Yontemi ile Mikroskobik Mikrosporidia Bulgulart

Mikrosporidia Bolu Diizce Toplam
P N [% [N [% [N %
Pozitif 11 %5,8 | 14 %6,6 | 25 %6,25
Negatif 177 | %94,2 | 198 | %93,4 | 375 %93,75
Toplam 188 | %100 | 212 | %100 | 400 %100
250
198
200
177
150
100
50
11 14
0 —_— .
Negatif Bolu Negatif Duizce Pozitif Bolu Pozitif Dilizce

Sekil 4.1. illere Gére Mikroskobik Inceleme Sonuglart
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Fotograf 4.1. MTS ile Boyanmis Mikrosporidia Sporlar1 (100x)

4.2 Molekiiler Bulgular

Mikroskobik inceleme yapilan biitiin ornekler molekiiler yonden de
degerlendirilmistir. Temin edilen gaita drneklerinden kit yardimiyla toplam DNA
izole edilmistir. Bu metodun akabinde insanlarda enfeksiyon olusturan tiirlerin SSU
rRNA boélgesinin  hedef alan primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica tiirlerin ayrminin saglanmasi i¢in tiir 6zel primerleri ile
yeninden PZR yapilmigtir. PZR sonucunda Mikrosporidia tiirlerinin varligi jel
elektroforez ile banlarin varligina bakilarak tespit edilmistir.

Jel elektroforez sonucunda bant goriilen 6rnek sayist 49 olarak tespit
edilmistir. Toplam olarak degerlendirildiginde %12,25 oldugu gériilmektedir. Il
bazinda bakildiginda yine benzer oranlarin tespit edildigi goriilmiistiir. Diizce’den
toplanan 212 gaita 6rneginden 24 tanesinde (%11,3), Bolu’dan toplanan 188 gaita
orneginden 25 tanesinde (%13,3) bant goriilmiis ve pozitif olarak yorumlanmistir
(Tablo 4.2). Tiir 6zel primerlerle gergeklestirilen PZR analizi ve jel elektroforez
sonucunda yalnizca Enterocytozoon bieneusi tiirii igin se¢ilmis primerlerde bantlar
goriilmiistiir. Bu sebeple, biitiin pozitif 6rneklerdeki patojen tiirii E.bieneusi olarak

yorumlanmustir.
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Tablo 4.2. Elektroforez’de Mikrosporidia Tiirleri i¢in Bant Goriilen/Goriilmeyen

Ornek Sayilari

Mikrosporidia N BOJ/:: N Du;c)e N Topla021
Goriildii 25 | %13,3 | 24 %11,3 |49 %12,5
Goriilmedi 163 | %86,7 | 188 | %88,7 | 351 %87,5
Toplam 188 | %100 | 212 | %100 | 400 %100

200 188

180

160

140

120

100

80

60

40 25 24

20

: = =

Bolu Diizce Bolu Diizce
Negatif Pozitif

Sekil 4.2. Jel Elektroforez Sonucunda Tespit Edilen Mikrosporidia Tiirlerinin il
Bazinda Sayis1
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Fotograf 4.2. Jel Elektroforezde Bantlarin Goriintiisii

4.3 Istatistiksel Bulgular

Bu ¢alismada Bolu ve Diizce Illerinden aliman ve incelenen 400 adet rnek
icin Mikrosporidia dagilimimnin cinsiyet, yas ve ishal durumu ile iliskileri
incelenmigtir. Bu iligkiler incelenirken molekiiler analizlerin daha giivenilir sonug
vermesi sebebiyle PZR sonucunda elde edilen veriler kullanilmistir.

Kadinlardan temin edilen 204 6rnekten 26 (%12,7) tanesinin Mikrosporidia
pozitif oldugu goriiliirken, erkeklerde 196 6rnekten 23 (%11,7) tanesi pozitif olarak
tespit edilmistir. Yapilan Ki Kare analizi sonucunda kadinlar ve erkekler arasinda
Mikrosporidia sikligi acisindan istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmadigi
gorilmistiir (p=0,439) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Mikrosporidia varligi ile Cinsiyet Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Cinsiyet Kadin 178 | %87,3 | 26 %12,7 | 204 | %100
Erkek 173 | %88,3 | 23 %11,7 [ 196 | %100
Toplam 351 | %87,8 | 49 %12,3 | 400 | %100
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Pozitif

Sekil 4.3. Mikrosprodia Varliginin Cinsiyete Gore Dagilim

Ayrica Cinsiyet-Mikrosporidia iligkisi her iki il i¢in degerlendirilmistir.

Bolu ilinde kadinlardan temin edilen 86 6rnegin 10’ unda (%11,6), erkeklerden elde
edilen 102 6rnegin 15’inde (%14,7) Mikrosporidia tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Diizce ilinde kadinlardan alinan 118 6rnegin 15’inde (%11,6), erkeklerden alinan

94 6rnegin 9’unda (%14,7) Mikrosprodia tespit edilmistir (Tablo 4.5). Oranlara

bakildiginda erkeklerde Mikrosporidia varliginin yiiksek oldugu goriilmekle

birlikte, analiz sonucunda Bolu ve Diizce illerindeki kadin ve erkekler arasinda

Mikrosporidia sikligi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

goriilmistiir (p=0,345 ve p=0,311).

Tablo 4.4. Bolu Ili Mikrosporidia-Cinsiyet Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Cinsiyet Kadin 76 %88,4 | 10 %11,6 | 86 %100
Erkek 87 %85,3 | 15 %14,7 | 102 | %100
Toplam 163 | %86,7 | 25 %13,3 | 188 | %100
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Tablo 4.5. Diizce li Mikrosporidia-Cinsiyet Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Cinsiyet Kadin 103 | %88,4 | 15 %11,6 | 118 | %100
Erkek 85 %85,3 | 9 %14,7 | 94 %100
Toplam 188 | %86,7 | 24 %13,3 | 212 | %100

Incelenen 400 &rnekten 16’sinda ishal durumu gozlenmistir. ishalli 16
ornekten 1 tanesinde (%6,3) Mikrosporidia tespit edilirken, ishali olmayan 384
ornekten 48 tanesinde (%12,5) Mikrosporodia tespit edilmistir. Ishalli olmayan
orneklerde Mikrosporidia oraninin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Yapilan Ki Kare
analizi sonucunda ishalli olan ve olmayan kisiler arasindaki Mikrosporidia oran
farkliliklarinin  istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistir (p=0,705)
(Tablo4.6).

Tablo 4.6. Mikrosporidia Varlig1 ile Ishal Durumu Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N %0 N %
ishal Yok 336 %87,5 | 48 %12,5 | 384 %100
Var 15 %93,8 | 1 %6,3 | 16 %100
Toplam 351 %87,8 | 49 %12,3 | 400 %100
400
350 336
300
250
200
150
100
48
50
15
- 1 ]
Negatif Pozitif Negatif Pozitif
Var Yok

Sekil 4.4. Ishal Durumuna Gére Mikrosporidia Varlig
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Bolu ilindeki ishalli 7 6rnegin 1’inde (%14,3), ishalli olmayan 181 6rnegin
ise 24 “tinde (%13,3) Mikrosporidia tespit edilmistir (Tablo 4.7). Diizce ilindeki 9
ishalli 6rnekten hi¢ birinde Mikrosporidia tespit edilmezken, ishalli olmayan 203
ornekten 24 tanesinde (%]11,8) Mikrosporidia tespit edilmistir (Tablo 4.8). Yapilan
Ki Kare analizi sonucunda iki ildeki ishalli ve ishalli olmayan orneklerdeki
Mikrosporidia goriilme oranlari arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna

ulasilmistir (Bolu p=0,638 ve Diizce p=0,332).

Tablo 4.7. Bolu ili Mikrosporidia Varlig: ile ishal Durumu Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Ishal Yok 157 | %86,7 | 24 %13,3 | 181 | %100
Var 6 %875 | 1 %14,3 | 7 %100
Toplam 163 | %86,7 | 25 %13,3 | 188 | %100

Tablo 4.8. Diizce ili Mikrosporidia Varhig ile ishal Durumu Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Ishal Yok 179 | %88,2 | 24 %11,8 | 203 | %100
Var 9 %100 |0 %0 9 %100
Toplam 188 | %88,7 | 24 %11,3 1212 | %100

Yas gruplar agisindan bakildiginda “1-14 Yas” grubu 32 6rnekten 3’linde
(%9.,4), “15-24 Yas” grubu 50 ornekten 5’inde (%10), “25-64 Yas” grubu 214
ornekten 27 sinde (%12,6) ve “65 Yas Ustii” grubu 104 6rnekten 14’iinde (%13,5)
Mikrosporidia varligi tespit edilmistir. Verilerden goriilecegi lizere Mikrosporidia
siklig1 en fazla “65 Yas Ustii” grubunda gézlenmis ve yas gruplarindaki azalmayla
birlikte goriilme oran1 da azalmistir (Tablo 4.9). Gergeklestirilen Ki Kare analizi
sonucunda yas gruplar1 aralarindaki Mikrosporidia goriilme oranlarinin

farkliliginin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gériilmiistiir. (p=0,885)
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Tablo 4.9. Mikrosporidia Varligi ile Yas Gruplar1 Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
1-14 Yas 29 %90,6 |3 %9,4 32 %100
Yas 15-24 Yas | 45 %90 5 %10 50 %100
Gruplan 25-64 Yas | 187 %87,4 | 27 %12,6 | 214 | %100
65 Yas | 90 %86,5 |14 %13,5 | 104 | %100
Ustii
Toplam 351 %87,75 | 49 %12,25 | 400 | %100
200 187
180
160
140
120
100 90
80
60 45
40 27
20 14
. P I - B O
Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
1-14 Yas 15-24 Yas 25-64 Yas 65 ve Usti yas

Sekil 4.5. Mikrosporidia Varliginin Yas Gruplarina Gére Dagilimi

Bolu ilinde “1-14 Yas” grubu 21 o6rnekten 2’sinde (%9,5), “15-24 Yas”
grubu 25 6rnekten 2’sinde (%38), “25-64 Yas” grubu 96 6rnekten 16’sinda (%16,7)
ve “65 Yas Ustii” grubun 46 oOrnekten 5’inde (%10,9) Mikrosporidia tespit

edilmistir. Bolu ilinde Mikrosporidia oraninin en yiiksek oldugu grup “25-64 Yas”

ve en diisiik oldugu grup ise “15-24 Yas” grubu oldugu goriilmistiir (Tablo 4.10).
Diizce ilinde “1-14 Yas” grubu 11 6rnekten “1’inde (%9,1), “15-24 Yas” grubu 25
ornekten 3’tinde (%12), “25-64 Yas” grubu 118 6rnekten 11’inde (%9,3) ve “65

Yas Ustii” grubun 58 drnekten 9’unde (%15,5) Mikrosporidia tespit edilmistir.

Diizce ilinde Mikrosporidia oraninin en yiiksek oldugu grup “65 Yas Ustii” grubu

olurken, en diisiik oranmn gorildigi grup ise “1-14 Yas” grubu olarak

kaydedilmistir (Tablo 4.11). Yapilan Ki Kare analizi sonucunda iki ilde
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gbzlemlenen yas gruplari arasindaki Mikrosporidia oranlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Bolu, p=0,562 ve Diizce p=0,670).

Tablo 4.10. Bolu ili Mikrosporidia Varlig1 ile Yas Gruplar1 Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam

N % N % N %
1-14 Yas 19 %90,5 | 2 %95 |21 %100
Yas 15-24 Yas 23 %92 |2 %8 25 %100
Gruplart | 25-64 Yas 80 %83,3 | 16 %16,7 | 96 %100
65 Yas Ustii | 41 %89,1 | 5 %10,9 | 46 %100
Toplam 351 | %86,7 | 49 %13,3 | 400 | %100

Tablo 4.11. Diizce ili Mikrosporidia Varlig1 ile Yas Gruplar1 Capraz Tablosu

Mikrosporidia
Negatif Pozitif Toplam

N % N % N %
1-14 Yas 10 %90,9 | 1 %09,1 11 %100
Yas 25-24 Yas 22 %88 |3 %12 25 %2100
Gruplar1 | 25-64 Yas 107 %90,7 | 11 | %9,3 118 | %100
65 Yas Ustii | 49 %84,5 | 9 %15,5 |58 %100
Toplam 351 %88,7 |49 | %11,3 | 400 | %100

Molekiiler yontem (PZR) referans olarak kabul edilmis ve mikroskobik

incelemeler i¢in gerceklestirilen duyarlilik ve 6zgiilliik analizinde MTS duyarlilig

%49, 6zgiilligi ise %100 olarak bulunmustur (Tablo 4.12). Gergeklestirilen Kappa

analizi ile yontemlerin birbiriyle uyumluluk skoru 0,646 olarak hesaplanmistir

(p<0,01). Bu sonug¢ yoOntemler arasi uyumlulugun orta derecede oldugu

gostermektedir.

Tablo 4.12. Mikrosporidia Teshisinde Molekiiler ve Mikroskobik Incelemelerin

Karsilastirilmasi
Molekiiler
Negatif Pozitif Toplam
N % N % N %
Mikroskobik | Negatif 351 %100 | 24 %49 | 375 %93,8
Pozitif 0 %0 25 %51 | 25 %6,3
Toplam 351 %100 | 49 %100 | 400 %100
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5. TARTISMA

Mikrosporidia tiirleri yaklasik 150 yildir canlilarda sebep oldugu istenen ve
istenmeyen enfeksiyonlardan dolay1 bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Tarim
zararlilar i¢in biyolojik miicadele ajan1 olarak kullanilmasi istenen enfeksiyonlara
ornek olurken ar1 ve ipek bocegi gibi diger omurgasiz tirleri ve insanlarda
olusturduklart ciddi sorunlar ise istenmeyen enfeksiyon orneklerindendir. 1959
yilinda ilk insan Mikrosporidia vakas1 bildirilmis ve giiniimiize kadar diinyanin
farkli bolgelerinden 6zellikle bagisiklik sistemi yetersiz/baskilanmis kisilerde ciddi
saglik sorunlarina yol actig1 raporlanmistir. Saglikli insanlarda belirtisiz ve ciddi
olmayan enfeksiyon seyri sebebiyle, diinya ¢apinda gergeklestirilen ¢aligmalarin
biiylik bir ¢ogunlugu bagisik sistemi yetersiz/baskilanmis kisileri igermektedir
(2,13,14,193).

Literatiirdeki ¢alismalara ¢ogunlukla risk altindaki ve 0Ozel hasta
gruplarindaki ~ kisilerin ~ dahil ~ edilmesi,  toplumdaki  Mikrosporidia
epidemiyolojisinin tam olarak tespit edilmedigini diisiindiirmektedir. Herhangi bir
sebepten ya da hastaliktan dolayr bagisikligi yetersiz/baskilanmig insanlarin
korunmasi i¢in ilk 6nce patojenin toplumda ve ¢evrede ne kadar yaygin oldugunu
saptamak c¢ok oOnemlidir. Hastalik grubu gozekmeksizin yapilan caligmalarla
toplumdaki Mikrosporidia sikliginin belirlenmesi, 6zelde bagisiklik sistemi yetersiz
insanlarin genelde ise toplumun bu patojenlerden korunmasinda dogru adimlarin
atilmasina yardimei olacagini diistinmekteyiz. Bu sebeple ¢caligmamizda Diizce ve
Bolu illerindeki insanlardan 6zellikli durum gozetmeksizin gaita 6rnekleri temin
edilmis, mikroskobik ve molekiiler yontemlerle Mikrosporidia tiirlerinin
epidemiyolojisinin belirlenmesi ve filgenetik analizlerle taksonomik durumunun
ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Insanlardaki ilk mikrosporidiyoz vakas: 1959 yilinda bildirilmistir. 1985
yilina kadar ates, kasilma, diyare gibi sikayetleri olan on olgu ile karsilasilmistir.
Ilerleyen zamanlarda diinyanin farkl: iilkelerinden AIDS, kanser ve organ nakil
hastalarinda farkli nadir vakalar raporlanmistir(13,101,128,194). Ornek olarak,
Brown ve ark. (13) HIV ile enfekte olmayan bobrek nakil hastast 50 yasindaki bir
kadinda Encephalitozoon cuniculi raporlamislardir. Ulkemizde bir AIDS

hastasindan ilk mikrosporidiyoz vakasi Biiget ve ark.(96) tarafindan raporlanmustir.
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Inatg1 diyare sikdyeti ile bagvuran hastadan alman gaita 6rnegi MTS ile boyanmis
ve inceleme sonucunda Mikrosporidia sporlarina rastlanmustir. ilerleyen yillarda
Usluca ve Aksoy (148) miyotonik distrofi tanisiyla izlenen hasta bir ¢ocukta
gastrointestinal sikayetlerin artmasi sebebiyle inceleme yapilmistir. Mikroskobik
olarak tespit edilen Mikrosporidia tiiriiniin PZR ile Encephalitozoon intestinalis
oldugu belirtilmistir. Sivgin ve ark. (94) allojenik hematopoetik kok hiicre nakli
yapilan bir kiside bulant1 ve ishal sikayetlerine binaen yaptig1 inceleme sonucunda
Encephalitozoon intestinalis’e rastlamistlardir. Bu ¢alisma iilkemizde IFA MAbs
yontemiyle bildirilen ilk vaka olma o6zelligindedir. Bahsi gegen vakalara
baktigimizda bagisiklik sistemi yetersiz/baskilanmig kisilerde bu patojenlerin
belirli araliklarla taramasinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yukarida bahsedilen vakalarin  haricinde {ilkemizdeki literatiir
incelendiginde, farkli bolgelerden, farkli yontem ve hasta gruplarini ihtiva eden
Mikrosporidialarla ilgili tez ve arastirmalardan 13 adet mevcuttur. Atambay ve ark.
(91) Inénii Universitesi Turgut Ozal Saglik Merkezine gelen immiin siipresif
rahatsizlig1 olmayan fakat, gastrointestinal sikayeti olan kisilerde Mikrosporidia
oraninin %6,5 (51/781 kisi) oldugunu bildirmislerdir. Karaman ve ark. (6) kanser
tanist almis hastalarda (320 kiside) MTS ile %10,9 oraninda Mikrosporidia
sporlarina rastlamistlardir. Ayni sayidaki kontrol grubunda ise bu oran %>5,6 olarak
saptanmigtir. Karaman ve ark.’mn (195) gergeklestirdigi ¢calisma tilkemizdeki insan
patojeni Mikrosporidialarin epidemiyolojisine iligkin 6nemli arastirmalardan
biridir. MTS ile incelenen 2665 gaita 6rneginden 226’sinin (%8,5) pozitif oldugu
tespit edilmistir. Karaman ve ark. (92) akut ve kronik iirtikerli hastalarda
Mikrosporidia pozitifligini MTS ile arastirmiglar, hasta gruplarindaki
Mikrosporidia pozitifligi %19,7 (132/26’s1), kontrol grubunda %2,8 (36/1) olarak
raporlanmislardir. Calik ve ark. (196) indnii Universitesi Turgut Ozal Hastanesine
gelen 1181 cocuktan alinmis Orneklerin %7,8’inde (1181/92) Mikrosporidia
sporlart tanimlamisglardir. Tiirk ve ark. (197) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada,
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesine bagvuran 225 ishalli hastada Mikrosporidia
sikligmin %9,8 (225/22) oldugunu bildirilmistir. Hamamci’nin gergeklestirdigi
doktora tezinde (18) Kayseri Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesine gelen farkli hasta
gruplarinin 6rneklerinden MTS boyama sonucunda kontrol gruplarinda %57,5,
hasta gruplarinda ise %36,6 Mikrosporidia pozitiflik saptanmistir. Molekiiler tani

sonucunda oraninin hasta gruplarinda %40,7, gastrointestinal sikayeti olmayan
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kontrol grubunda %35, gastrointestinal sikayeti olan kontrol gurubunda ise %60
olarak rapolanmistir. Enterocytozoon bieneusi 6zel primeri ile yapilan PZR
sonucunda pozitiflik hasta gruplarinda %12,1, kontrol grubunda %5,5 ve
gastrointestinal sikdyeti olan saglkli kisilerde %15 olarak bildirilmistir.
Cetinkaya’nin hazirladigi1 doktora ¢alismasinda (198) MTS ile incelenen 6rneklerin
%28’inde, kalkaflor beyazi ile incelenen 6rneklerin %47,3 iinde, molekiiler yontem
ile (PZR) inceledigi orneklerin %34’linde Mikrosporidia varligint bildirmistir.
Multiplex Real Time PZR sonucunda ise pozitif Orneklerin %32,7’si
Encephalitozoon tiirleri, %2’si Enterocytozoon bieneusi olarak degerlendirilmistir.
Hamamc1 ve ark. (11) kemoterapi alan kanserli hastalarda IFA-MAb (Monoklonal
antikor) yontemiyle Mikrosporidia prevelansini aragtirmis ve %69,9 gibi yiiksek bir
oran raporlamislardir. Hastalarin %46,2’inde Encephalitozoon intestinalis,
%9,7’sinde Enterocytozoon bieneusi ve %14’linde karisik enfeksiyon tespit
edilmistir. Kontrol gurubunda ise E. intestinalis oran1 %6,7, E.bieneusi oran1 %3,3
ve karisik enfeksiyon orani %6,7 olarak belirtilmistir. Cetinkaya ve ark. (7) kemik
iligi transfer hastalarinda (200 hasta) IFA-Mabs yontemi ile Enterocytozoon
bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis varligini arastirdigi ¢alismada %25,5
E.intestinalis, %4 E.bieneusi saptamislardir. Toplam Mikrosporidia pozitiflik ise
%39 olarak raporlanmistir. Mumcuoglu ve ark. (95) Ankara Numune Hastanesine
gelen insanlarda Mikrosporidia prevelansi arastirdigi ¢alismada akut ishalli
hastalarda %27 pozitif, kronik ishalli hastalarda ise %34,1 olarak raporlamigtirdir.
MTS, Kalkaflor Beyaz ve Uvitex 2B boyalarinin kullanildigi bu caligmada
yontemler birbirine ¢ok yakin sonuglar vermistir. Ozkog ve ark. (199) iyatrojenik
bagisik sistemi baskilanmis 63 hastanin BAL 6rneklerinde PZR ile {ilkemizde ilk
defa pulmoner Mikrosporidiyoz arastirmislardir ve 9 kiside (%14,2) Mikrosporidia
varligr gorilmiistiir. PZR yonteminde kullanilan primer 4 tiirtin (Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, E. cuniculi ve E. hellem) SSU rDNA bdlgesi
icin koplayalamak i¢in tasarlanmistir fakat tiir ayrimi yapilmamigtir. Mikroskobik
incelemeler sonucunda ise yalmizca 1 kiside Mikrosporidia tiirli sporlari
gorilmiistiir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada Mikrosporidia goriilme siklig1 agisindan
bakildiginda, MTS ile boyanmis 6rneklerin incelenmesi sonucunda 400 6rnekten
25’inde (%6,25) Mikropsoridia tiirlerine ait sporlar tespit edilmistir. 1l bazinda

bakildiginda Diizce’deki pozitiflik oraninin %6,6 ve Bolu’daki pozitiflik oraninin
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%5,8 oldugu goriilmiistiir. Yukarida bahsedilen Malatya, Kayseri ve Ankara’da
gerceklestirilen  galigmalara  bakildiginda  Ozellikle  bagisilik  sistemi
yeterli/baskilanmamis (caligmalarda genelde kontrol grubu olarak kullanilmis)
kisilerdeki oranlarin ¢alismamizdakiler ile yakin oldugu goriilmektedir. Bagisikligi
yetersiz kisilerde ise enfeksiyon oranlarin daha fazla oldugu goriilmekle birlikte,
enfeksiyon seyirlerinin de daha ciddi oldugu bildirilmistir. Kanser tanist almis,
kemoterapi alan, kemik iligi nakli olan, iirtikerli, biiyiime geriligi olan ¢ocuk
hastalardaki oranlarin kronik hastaligi olmayan kisilere gore anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmektedir (6,7,11,88,92). Ishal, hazimsizlik ve halsizligin
Mikrosporidia varligi ile iligkili goriildiigii galismalar mevcutken (7,195,200), bazi
calismalarda patojenin varligi ile bu sikayetlerin iligkisinin olmadig1 raporlanmistir
(6,197). Bununla birlikte tilkemizde gergeklestirilen ¢aligmalarda Mikrosporidia
sikliginin yas ve cinsiyet degiskenleriyle istatistiksel olarak bir iligkisi olmadigi
raporlanmistir. Calismamizda elde ettigimiz molekiiler bulgular ishal sikayeti olan
ve olmayan kisilerde Mikrosporidia oraninin sirasityla %6,3 ve %12,5 oldugunu
gostermis ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda ishal ve ishal olmayan
kisilerdeki Mikrosprodia farkinin anlamli olmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte
kadinlardaki pozitiflik oranmmin %11,6 ve erkeklerde 14,7 oldugu ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigr goriilmiistiir. Calismamizin bulgularina
bakildiginda yas arttikca Mikrosporidia oraninin arttigr goriilmektedir fakat yas
gruplar1 arasindaki bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadi tespit edilmistir.
Ozellikle bagisiklik sistemi acisindan kronik bir rahatsizligi olmayan kisilerde
Mikrosporidia tiirleri kendini sinirlayan, Klinik belirti gostermeyen enfeksiyonlar
olusturmasi1 sebebiyle bazi g¢alismalarda sikayetlerle Mikrosporidia iligkisinin
olmadigmin raporlanmasi normal bir durumdur. Mikrosporidialara firsat¢i patojen
kimligini kazandiran 6zelligi, bagisiklik sistemi yetersiz/baskilanmis kisilerde
klinik belirtiler esliginde enfeksiyon olusturmasidir. Bundan dolay1 6zellikli hasta
orneklerinin arastirildigi c¢alismalarda dogal olarak Mikrosporidia varliginda
sikayetlerin arttigin1 ortaya koyan sonuglar alinmaktadir.

Mikropsoridia gibi kii¢iik yapidaki canlilarin 6zellikle gaita 6rneklerinden
tespit edilmesi oldukga zordur. Kii¢iik boyutta olmalarinin yaninda, gaita igerisinde
yabanci parcalarin varligi, Mikrosprodia tiirleri ile karistirilabilecek boyutlardaki
mikroorganizmalarin varligi, enfeksiyon siddeti, arastirmacinin tecriibesi gibi

etkenler de bu zorlugu arttirmaktadir. Bununla birlikte zorluklara ragmen 6zel
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yogunlagtirma ve boyama yontemleri mikroskobik tanida istenilen patojenin
ayrimini saglayarak arastirmacilarinin isini kolaylagtirmaktadir. Bir¢ok ¢aligmada,
Mikrosporidialarin mikroskobik tanisinda MTS gibi boyama yoOntemlerinin iyi
sonuglar verdigi raporlanmistir. Molekiiler yontemler arastirmacilara patojenlerin
tir diizeyinde tanimlanmasi imkanini saglamasinin yaninda patojenin dagilimi
konusunda daha dogru sonuglarin elde edilmesini saglamistir. Bu yontemler i¢in
yuksek giivenilirlik ¢ok giiclii bir 6zelliktir fakat, DNA izolasyon asamalar1 ve
istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ig¢in gereken primerlerin se¢imi ¢ok dikkat
gerektiren ~ basamaklardir.  Mikroskobik ~ ve  molekiiler  yontemlerin
kisitliliklarin/sorunlarinin biiyiik bir kismi, yukaridaki belirtilen bu yontemlerin
birlikte kullanildigi calismalarda bertaraf edilmektedir. Boylece Mikrosporidia
dagilisina iligkin elde edilen verilerin giivenilirligi de artmaktadir.

Ulkemizdeki gergeklestirilen galismalarda MTS’ nin yaninda akridin oranj,
kalkaflor beyaz, uvitex 2B, wheatley trikrom gibi boyama yontemlerinin
kullanilmis ve bu yodntemlerin birbirleriyle uyumuna dikkat ¢ekilmistir
(95,197,201). Bu boyalardan akridin oranjin hizli sonu¢ vermesi olumlu bir yan
olarak goziikiirken tiim zeminin turuncu renge boyanmasi tanida biiyiik bir giigliige
sebep oldugu bildirilmistir. Kalkafolor ve uvitex 2B yontemlerinin MTS ile uyum
oran1 yiiksek olsada floresan mikroskop gerektirmesi ve mantar sporlarinin
renklenmelerinin yanlis pozitiflige yol agmasi sebebiyle, aragtirmacilar bu
yontemlerin farkli gilivenilir yoOntemlerle birlikte karsilastirilmali  olarak
kullanilmasini 6nermislerdir. Kir ve ark. (201) gergeklestirdigi ¢alismada modifiye
trikrom boyamada goriilen Mikrosprodiyalarin wheatley trikrom boyama
yontemiyle gozden kagirildigi goriilmiis ve so6z konusu Mikrosporidia tiirleri
oldugunda MTS’nin daha giivenilir bir yontem oldugu raporlamiglardir.
Aragtirmalar sonucunda literatiirdeki olumlu ve olumsuz yonler dikkate alinarak
calismamizda MTS boyama yontemi secilmistir. Nitekim ¢alismamizda yapilan
Kappa analizi sonucunda MTS ve PZR arasindaki uyumluluk skoru orta derecede
cikmis ve Ozgilligli %100 olarak hesaplanmistir. Bu sonug, MTS yonteminin
arastirmacty1 yanlis pozitif sonuglara yonelmekten korudugunu gostermektedir.
Mikrospordia i¢cin mikroskobik yontemler etken tiiriin teshisinde kullanigli olarak
goziikmesede, patojenin varlig1 ve yayilis1 konusunda onemli ve yararli bir bilgi
edinme ydntemi olarak kabul edilmektedir. Ozellikle yogunlastirma ve boyama

yontemlerinin uygulanmasiyla rutin tamida ¢ok yardimci olmaktadir. Ayrica
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enfeksiyon yogunluguna bagli olarak gézden kagabilmesi sebebiyle, Sak ve ark.
(75) degindigi gibi mikroskobik Mikrosporidia arastirmalari i¢in bir kisiden ¢oklu
ornek alinmasi Mikrosporidia tanisinda ¢ok faydali bir yontem olarak
goziikkmektedir.

Ulkemizdeki Molekiiler tabanli yontemlerin yer aldigi ¢alismalara
bakildiginda mikroskobik tanida raporlanan pozitiflik oranlarinin, molekiiler
yontemlerden daha az oldugu goriilmektedir (11,198,199). Bu durum genellikle
molekiiler yontemlerin daha glivenilir olduguyla iliskilendirilmistir. Bilindigi lizere
molekiiler yontemlerde DNA izolasyon asamalari, primerlerin se¢imi ve PZR’de
belirlenen sicaklik dongiileri uygun ayarlandigi takdirde, patojen yiikiine
bakilmaksizin tant imkéni saglamaktadir. Calismamizdaki mikroskobik ve
molekiiler incelemer sonucunda elde edilen pozitif vakalar sirasiyla 25 (%6,25) ve
49°dur (%12,25). Aradaki farka bakildiginda molekiiler yontemlerin kullanislilig
gbze carpmaktadir. Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda mikroskobik yontemlerle
teshis edilen Orneklerin PZR sonucunda tespit edilmedigi belirtilmistir (202).
Benzer sekilde ¢alismamizda da mikroskobik olarak pozitif raporlanan bir 6rnekte
PZR sonucunun negatif oldugu goriilmiistiir. Bu durum bir yontemin ne kadar
giivenilir olursa olsun, dikkatli bir sekilde uygulanabildiginde dogru sonug
verebilecegini gostermektedir. Nitekim calismamizdaki sorunun Ornekten elde
edilen DNA taslaginin PZR tiiptine aktarilirken oldugu kanisindayiz. Ciinkii bahsi
gecen DNA 6rnegi ile tekrar PZR yapildiginda elektroforez sonucunda bant
goriilmiis ve pozitif olarak kaydedilmistir. Ayrica ¢alismamizda karsilastigimiz
lizere, tiire 0zgli degil de sadece evrensel primerlerin kullanilmasi 6zel olmayan
baglanmalara yol agmaktadir. Bu sebepten 6tiirii jel elektroforezinde birden fazla
bant goriilmektedir. Nitekim calismamizda evrensel primer (Entercytozoon
bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, E.cuniculi ve E.hellem tiirleri igin) ile
gerceklestirilen PZR analizi ve jel elektroforez sonucunda farkli bantlar goriilmiis
10 adet Ornekte tiire 6zgli primerlerin kullanimi sonrasinda herhangi bir bant
goriilmemistir. Bu Orneklerin mikroskobik incelemesinde de Mikrosporidia
sporlarina rastlanilmadig icin negatif olarak degerlendirilmistir. Goriildiigi iizere,
ozellikle Mikrosporidialar i¢in miimkiinse molekiiler ve mikroskobik yontemlerin
bir arada kullanilarak karsilagtirmali olarak incelenmesinin ¢ok 6nemli oldugu

diisiinmekteyiz.
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Ulkemizde gerceklestirilen calismalara bakildiginda ¢ogunlukla risk
altindaki ve 0zel hasta gruplarindaki kisilerin dahil edildigi goriilmektedir.
Bilinmelidir ki, bagisiklig1 baskilanmis ve kanser gibi hastaliklar1 olan insanlarin
korunmasi i¢in ilk once patojenin toplumda ve ¢evrede ne kadar yaygin oldugu
saptamak ¢ok oOnemlidir. Hastalik grubu gozekmeksizin yapilan ¢aligmalarla
toplumdaki Mikrosporidia sikliginin belirlenmesi, 6zelde bagisiklik sistemi yetersiz
insanlarin genelde ise toplumun bu patojenlerden korunmasinda dogru adimlarin
atilmasina yardimei olacagini diistinmekteyiz. Nitekim Cetinkaya ve Caner (97)
Ulkemizde gergeklestirilen ¢alismalarin meta analizini yaptig1 calismada
Mikrosporidia sikliginin insanlarda ortalama %13,4 ve diger omurgali konaklarda
%15,2 olarak bildirmislerdir. Ozellikle bagisiklig1 yetersiz hastalarda oranlarmn
fazla oldugu goriilmiistiir. Bu derleme iilkemizdeki Mikrosporidialarin sikligi
acisindan gilizel bir g¢evgeve ¢izmistir. Bununla birlikte c¢alismalardaki 6rnek
alimlariin 4 sehir (insanlarin yer aldigi ¢alismalarda 3 daha once bahsi gegen 3
sehir) smirlart icerisinden olmasi, diger omurgalilardaki dagilisin1 gosteren
calismalarin az olmasi, ¢alismalardaki metotlarin farkli olmasi, 6zellikle karakter
ayriminin yapilabilecegi molekiiler calismalarin az olmasindan dolay1r dogru bir
yayilis/siklik haritasi ¢ikarilmasi acisindan eksikleri ortaya ¢ikarmistir.

Diinya fiizerinde yapilan ¢alismalara bakildiginda pozitiflik oranlarinin
bolgelere, altta yatan hastaliklara, sosyoekonomik duruma gore degistigi
goriilmektedir. Literatlire bakildiginda gelismis iilkelerde firsatgr patojenlerin
tanisina iliskin gergeklestirilen ¢aligmalarin gelismekte olan tilkelere nazaran daha
onceki tarihlerde basladigi goriilmektedir.

Avrupa ilkelerinde 90’larda genellikle mikroskobik yontemler ile
Mikrosporidia siklig1 arastirilmis ilerleyen zamanlarda molekiiler c¢aligmalarda
artmaya baglamistir. Cotte ve ark. (203) 1993-1996 yillar1 arasinda Lyon’da
(Fransa) 1454 kisiden alinan 5692 gaita 6rnegini MTS ve Uvitex 2B ile incelemisler
ve MTS ile incelenen orneklerin (565/3849) %15’i, Uvitex 2B ile incelene
orneklerin (710/3075) %23 Mikrosporidia siipheli olarak raporlanmistir. Sonug
olarak 338 pozitif 6rnegin 261 tanesi HIV ile enfekte, 16 tanesi organ nakil hastasi
ve 61 tanesi ise kronik rahatsizlig1 olmayan kisiler oldugu belirtilmistir. Miiller ve
ark. (204) mikroskobik yontem ile (Uvitex 2B boyama) Koln’de (Almanya) HIV
ile enfekte ve ishal sikayeti olan kisilerin %7,4’inde (8/104) Mikrosporidia
varligin1 gdstermislerdir. Lores ve ark. (194) Vigo sehrinde (Ispanya) 60 (ortalama
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yas 73,5) yash bireyde Mikrosporidia taramasi (MTS ve PZR yontemleri ile)
gerceklestirmisler ve 8 (%13,3) kisi pozitif olarak raporlanmistir. Pozitif 6rneklerin
%751 karsal alanda yasayan kisilerden alindig1 belirtilmistir. Sak ve ark. (70) Prag
Bolgesel Halk Sagligi Enstitiisiinde (Cek Cumbhuriyeti) 382 kisinin 6rnegini
mikroskobik (Kalkaflor boyama) olarak incelenmesi sonucunda 58’inde (%15)
Mikrosporidia tespit etmislerdir. Lobo ve ark. (205) Lizbon’da (Portekiz) 10 yillik
stirecte HIV pozitif ve HIV negatif kisilerde 1989 gaita 6rnegi Mikrosporidia
acisindan PZR ile incelemisleridir. Digki 6rneklerinde %12 pozitiflik saptanmistir
(HIV+: %13,9 ve HIV-: %8,5). Cocuklardaki Mikrosporidia sikligi %18,8 iken,
erigkinlerde bu oran %10,2 olarak saptanmistir. Greigert ve ark.(78) 2014-2016
yillar1 arasinda Strazburg Universite Hastanesine (Fransa) basvuran kisilerde MTS
ile Mikrosporidia sikligini aragtirmiglardir. Yedi kisinin (%]1,1) pozitif olarak
raporlandigi bu ¢alismada, 2 kisinin AIDS 5 kisinin ise organ nakli sebebiyle
bagisiklik sistemini baskilayici ajan kullandiklar1 bildirilmistir. Kicia ve ark. (14)
Wroclaw Saglik Universitesinde (Polonya) bobrek nakli olan 72 hastanin 6
tanesinin solunum yollarinda (%8,3) Mikrosporidia raporlamislar ve molekiiler
analiz sonrasinda tiiriin Encephalitozoon cuniculi oldugu saptanmustir.

Yukarida bahsi gegcen Avrupa lilkelerinde gergeklestirilen caligmalardaki
oranlar, insanlarin Mikrosporidia tiirleriyle karisilagmalarinin diisiiniildiigiinden
daha sik oldugunu gostermektedir. Nitekim Sak ve ark. (75) latent Mikrosporidiyoz
varligint incelemek ve belirlemek i¢in Cek Cumbhuriyeti’nde gergeklestirdigi
calismada, saglikli 15 kisiden 3 aylik takip siiresince serum, idrar ve disk1 6rnekleri
alarak inceleme yapmislardir. Alinan 6rneklerin 14’tinde mikrosprodiyal antikorlar
tespit edilmis, 13 6rnekte Encephalitozoon tiirlerinin sebep oldugu enfeksiyon, 7
kiside ise Enterocytozoon bieneusi kaynakli enfeksiyon gézlenmistir. Bu sonuglar,
Mikrosporidia tiirlerine maruz kalmanin ¢ok normal ve yaygin oldugunu ve saglikli
bireylerde herhangi klinik belirti gostermeden enfeksiyonun toplumda siirekli
devam ettigini gostermistir. Nitekim ¢alismamiz sonucunda elde edilen pozitiflik
oranlart (Bolu i¢in %13,3 ve Diizce igin %11,3) Ulkemiz smurlar1 icerisinde de
Mikrosporidia tiirlerine silirekli bir maruziyetin oldugunun gdstermektedir.
Yukarida bahsedilen ¢alismalarda, Avrupa iilkelerinde de HIV+ ve organ nakil
hastalarindaki pozitifligin daha fazla oldugu goze ¢arpmaktadir. Bununla birlikte
kirsal alanlarda yasayanlarin da mikropsoridia tiirlerine daha fazla maruz kaldigi

goriilmiistiir. Ayrica Mikrosporidia tanisiyla diisik CD4 sayisi, ishal ve
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escinselligin de iliskili oldugu vurgulanmistir. Caligmamizin sonuglarina da benzer
sekilde, s6z konusu bagisikligi yeterli olan kisiler oldugunda ishal sikayeti, cinsiyet
ve yas gibi degiskenlerin Mikrosporidia dagilimina ¢ogunlukla etki etmedigi
goriilmtekdir. ilk donemlerde gerceklestirilen mikroskobik calismalardaki
oranlarin  yiiksekligi bir salgin durumuyla iliskilendirilmekle birlikte,
Mikrosporidialar yoniinden farkindaligin az olmasi da bir etken olarak goriilmustiir.
Ilerleyen yillardaki molekiiler calismalarda bagisiklik sistemi yetersiz ya da
baskilanmis kisilerde dahi oranlarin azalmasi hem farkindaligin artmasi hemde
yiiksek derecede aktif antiretroviral tedavi (HAART) yontemlerinin kullanilmasi
sayesinde oldugu belirtilmistir (194,203,205).

Avrupa tilkeleri ¢alismalarindaki mikroskobik incelemelere dikkat edilecek
olunursa, Uvitex 2B ya da Kalkaflor gibi boyama yontemlerindeki pozitiflik
oranlarinin MTS’den daha yiiksek oldugu goriilmektedir (70,203). Bu durum farkl
degiskenlerin etksi sebebiyle de olabilir fakat duyarlilig1 yiiksek baska yontemlerle
karsilastirilmadigi icin ve daha once belirtilen sebeplerden dolay1 yanlis pozitifligi
de akla getirmektedir. Calismamizdaki bulgulardan bakildiginda, PZR yontemi ile
kiyaslandiginda 6zgiilliigii %100 olarak saptanan MTS yontemi, 6nemli derecede
yanlis pozitif sonuglarin bertarafini saglarken duyarliligi orta diizeyde olmasi
sebebiyle yalnizca MTS yoOntemiyle Mikrosporidia arastirmasi yapilmasindan
kaginilmas1 gerektigi anlasilmaktadir. Molekiiler yontemlerin kullanildigi bahsi
gecgen c¢alismalarda baskin tiirlin Enterocytozoon bieneusi oldugu goriilmekte ve
Encephalitozoon tiirleri ile Vittaforma benzeri organizlarin da varligina dikkat
cekilmistir (14,194,205). Calismamizdaki molekiiler bulgular sonucunda yalniz
Enterocytozoon bieneusi 6zel primelerinin kullanildigit PZR {riinlerinde bant
goriilmiis ve farkli bir Mikrosporidia tiiriine rastlanilmamaistir.

Asya iilkelerinde Mikrosporidia c¢alismalar1  2000’lerin  baslarinda
goriilmeye baglansa da 6zellikle molekiiler yontemlerin yayginlastigi 2010 yilindan
sonra artmaya baslamistir. Gergeklestirilen calismalarda daha 6nce de bahsedildigi
gibi Ozellikli hastalardan/gruplardan ornekler alinmistir ve farkli pozitif oranlari
bildirilmistir. Leelayoova ve ark. (206) Bangok’ta (Tayland) bir yetimhanede
cocuklarda mikroskobik olarak yapilan Mikrosporidia taramasi1 sonucunda %4,1
oraninda pozitiflik saptamig ve molekiiller arastirma sonucunda tiiriin
Enterocytozoon bieneusi oldugunu raporlamiglardir. Lono ve ark. (82) Kajang
(Malezya) bolgesinde HIV pozitif kisilerde Mikrosporidia oraninin %8 (12/247)
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oldugunu bildirmiglerdir. Kontrol grubu olan saglikli kisilerde oranin %2,9 oldugu
goriilmiistir. MTS ile PZR sonuglarinin %100 uyumlu bulundugunun
bildirmislerdir. Ozellikle HIV+ kisilerdeki akut ishal ile Mikrosporidia varligi
arasinda gii¢lii bir korelasyon olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Mori ve ark. (64)
Taylan’da Enterocytozoon bieneusi prevelansini arastirmak amaciyla Ulkenin bati
ve kuzey bolgelerinde yasayan ¢ocuklardan 6rnek temin edip incelemislerdir. Bati
ve Kuzey Tayland’da sirastyla %3,8 ve %2.,9 oraninda pozitiflik bildirmislerdir.
Kirsal alanlarda zootonik gecisin de etkisiyle oranlarin artabilecegine iliskin
yorumda bulunmuslardir. Anuar ve ark. (207) Malezya’nin dogusunda bulunan
(Pahang Kenti) Kuala Krau bolgesinde yasayan okul cagindaki aborijin cocuklarda,
mikroskobik (Gram Kromotrof Kinyon Boyasi) olarak %27,1 (225/69)
Mikrosporidia pozitiflik raporlamislardir. Ozellikle 10 yasinin iistiindeki
cocuklardaki oranin daha yiiksek oldugu, bu durum bu yas grubunun daha faal ve
Ozgiir olmalariyla iligkilendirilmistir. Kaushik ve ark. (208) Delhi’de (Hindistan)
gerceklestirdigi arastirmada Enterocytozoon bieneusi oraninin %10,83 olarak
raporlamislardir. Ishali belirtisi olan HIV+ kisilerde pozitiflik oraninin %23,3
oldugu goriilmiistiir. Farkli boyama yontemlerinin de kullanildigi bu c¢alismada
mikroskobide en ¢ok pozitiflik raporlanan boyamanini kalkaflor (%8,3) oldugu
belirtilmis fakat PZR sonuglariyla en uyumlu sonucun ise MTS (%6,6) boyama
sonucunda oldugu belirtilmistir. Ghoyounchi ve ark. (65) Kuzeybati iran’da
kemoterapi alan 132 ¢ocukta Mikrosporidia sikligim1 arastirdigi g¢alismada
mikroskobide 6rneklerin 17°sinde (%12,8), PZR sonucunda ise 14’{inde (%10,6)
pozitiflik raporlamiglardir. Bu farkliligin sebepleri, mikroskobide mantar
sporlarinin Mikrosporidia olarak degerlendirilmesi ya da PZR i¢in kullanilan
primerlerin  Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis igin
secildiginden farkli bir Mikrosprodia tiirlerinde ¢alismadigi olarak yorumlanmaistir.
Esteghamati ve ark. (79) gerceklestirdigi Tahran’da (iran) kanser ve organ nakli
olan kigilerde bagirsak parazitlerini arastirdigi calismada 1 (1/190) kiside
Mikrosporidia (PZR sonucunda) raporlamiglardir. Karimi ve ark. (81) Tahran’da
(Iran) 252°ii bagisiklik sistemi sorunlari olan 600 kiside molekiiler olarak
Mikrosporidia sikligin1 arastirmiglardir. 10 kiside (%1,67) Enterocytozoon
bieneusi, 26 kiside (%4,33) ise Encephalitozoon intestinalis tanimlanmistir
(ortalama %5,9). Shen ve ark. (72) Burma’da (Myanmar) kirsal alandaki

insanlardan 172 disk1 6rneginde molekiiler olarak Enterocytozoon bieneusi
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taramas1 yapmislardir. Prevelansin %8,72 (15 kisi) oldugu calismada, 6rnek sayisi
tilke bazinda bir yoruma ulasma bakiminda az olsa da Burma’da gergeklestirilen ilk
Enterocytozoon bieneusi prevelans ¢alismasi olmasi  sebebiyle Onem
kazanmaktadir.  Ayrica Cin sinirlart igersinde yer alan, benzer iklim ve
sosyoekonomik durumdaki Yunnan sehrinde de oranin benzer sekilde %8,30
oldugunu belirtmislerdir. Zang ve ark. (86) Cin’in Conggin, Santung ve Hubei
(Chongging, Shandong ve Hubei) sehirlerinde yasayan 196 kiside MTS ile 19
tanesinde (%9,6) sporlart gorilmiis ve PZR ile 20 kiside Mikrosporidia
(Enterocytozoon bieneusi) tespit etmislerdir.

Asya lilkelerinde gergeklestirilen ¢alismalarin oranlarinda daha Once
bahsedilen sebeplerden kaynakl farkliliklarin yaninda, arastirilan tiirlerin de etkisi
oldugu goriilmektedir. Ozellikle molekiiler temelli ¢aligmalarda yalmizca
Enterocytozoon bieneusi ya da Encephalitozoon intestinalis tiirlerinin birine 6zgii
primerlerinin ~ kullanilmas1 ~ diger enfeksiyon etkeni  Mikrosporidialarin
saptanmamasina ve oranlarin diger calismalara nazaran daha diisiik olarak
raporlanmasina sebep olmaktadir. Bu durum mikroskobide goriilen sporlarin, farkli
tirlere 6zgli primerler olmamasi sebebiyle, PZR sonucunda saptanamadigi da
diistindiirmektedir (65). Ayrica bazi g¢alismalarda yalnizca mikroskobik olarak
pozitifligi saptanan Orneklerde molekiiler analizler gergeklestirildigi i¢in
raporlanan oranlar konusunda bir eksiklik olabilegini diisiindiirmektedir (82,206).
Calismamizda da gorildiigi lizere, sadece mikroskobik olarak pozitifligi
saptananlara PZR yapilmis olsaydi gerceginden daha diisiik oranlarin
raporlanmasina sebep olacakti. Bununla birlikte daha 6nce de belirtildigi gibi DNA
izolasyon asamalarindaki degiskenler de oranlarin farkliligina etki etmektedir
(209-211).

Her ne kadar enfeksiyonlarin biiytiik bir cogunlugunda etken Enterocytozoon
bieneusi olsa da bolgelere ve numunelere (balgam, diski) gore degisen durumlarda
Encephalitozoon intestinalis gibi tiirlerin de ilk siray1 aldigi goriilmiistiir (81). Bu
yilizden tek tiir ele alinarak yapilan g¢aligmalardan elde edilen bilgiler ile genel
Mikrosporidia sikligin1 yorumlamak yetersiz kalmaktadir. Nitekim c¢alismamizda
farkl tiirlere 6zgii primerler kullanarak PZR analizi gergeklestirilmesinin amaci tiir
dagilimi ve oranlart dogruya en yakin sekilde yansitmaktir. Mikroskobik
incelemelerde farkli boyama yontemleri kullanilmis fakat genellikle MTS tercih

edilmistir. Benzer ve hatta fazla pozitiflik veren kalkaflor ve gram kromotogrof
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kinyon gibi boyama yontemleri maddi olarak ve zaman agisindan avantaj saglasa
da PZR ile yiiksek uyum gosteren MTS daha giivenli bir yontem olarak kabul
edilmektedir (65,82,208,212). Calismamizda goriildiigii iizere, MTS yonteminin
PZR yontemi ile karsilastirildiginda 6zgilliigiin yiiksek c¢ikmasi yanlis pozitif
sonuglarin alinmasina engel olmaktadir.

Asya iilkelerinde ozellikle HIV+ pozitif gibi bagisikligi baskilanmig
kisilerde ishal sikayeti ile Mikrosporidia varliginin korelasyon gosterdigi
belirtilmistir(82,208). Bagisiklig1 yeterli kisilerde ise oranlarin genelde %10’un
altinda seyrettigi goriilmektedir (64,81,206). Benzer sekilde gergeklestirdigimiz bu
calismada hastalik grubu goézetmeksizin molekiiler olarak incelenen 6rneklerin
%12,25’inde Mikrosporidia pozitiflik saptanmistir. Asya bolgesinde insanlarin ¢ok
farkli cografik kosullarda yasamalari da Mikrosporidia sikliginin farkli oranlarda
bildirilmesine katki saglamaktadir (207). Boyle bolgelerde zoonotik gecisin de
etkisiyle oranlarin donemsel olarak artabilecegi diisiiniilmektedir. Asya literatiiriine
genel olarak bakildiginda yaptigimiz bu calismada oldugu gibi, cinsiyet ve yas
gruplariin Mikrosporidia dagilisina etki etmedigi goriilmektedir fakat yasin
artmasiyla birlikte bagisiklik sistemindeki gerilemelerin ve ¢ocuk yasta kisisel
bakimin iyi olmamasi (hijyen yonetimin iyi olmadig1 yerlesim bdlgelerinde) kimi
zaman oranlarin bu yas gruplarinda artmasina sebep olabilmektedir. Ayn sekilde
calismamizda bildirilen oranlarin da ozellikle hastalik gdzetmeksizin yapilan
epidemiyolojik arastirmalarla yakin oldugu goriilmektedir. Yas gruplar1 arasinda
farkliliklar olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir.
Asya iilkelerinde insanlardaki Mikrosporidia sikligina bakildiginda, tiirlerinin
varlig1 dikkate alinacak olc¢lide oldugu goze carpmaktadir. Nitekim Qui ve ark.
(2019) Cin’de Mikrosporidia varliginin arastirildigt 84 calismayi iceren meta
analizinde rastgele etki metodu analizi sonucunda canlilardaki (insan, sigir, kopek
vb. memeliler) pozitiflik oranmnin %20, su orneklerindeki oranin ise %64,5
oldugunu raporlamiglardir. Ozellikle hayvanlardaki oranlarin yiiksek oldugu
yerlesim alanlarinda, insanlardaki mikrosporidia oranlarinin da artti§ini
belirtmislerdir (84).

Avusturalya kitasinda Mikrosporidia konusunda yapilan ¢alismalar az olsa
da 90’Ih yillardan 2000’li yillara dogru Mikrosporidia pozitifligin azaldigi
goriilmektedir. Sidney’de (Avusturalya) Field ve ark. (126) HIV ile enfekte 240

kisinin duodenal biyopsi Orneklerden, mikroskobik incelemeler sonucunda 43
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kiside (%17,9) Mikrosporidia sporlari raporlamiglardir. Stark ve ark. (213) Sidney
(Avustralya) CD4+ T hiicre sayis1 100’den az olan HIV ile enfekte kisilerde
Mikrosporidia taramasi gerceklestirmislerdir. 1995-2007 seneleri arasindaki
vakalar degerlendirildiginde, Ozellikle yiiksek aktif antiretroviral tedavinin
(HAART) yayginlasmaya basladigi 1998’den sonra Mikrosporidia insidansinin
diistiigii goriilmektedir. Bununla birlikte 2004 senesinden sonra hi¢ Mikrosporidia
vakasina rastlanilmamastir.

Afrika kitast s6z konusu oldugunda Mikrosporidia ¢aligmalarinin biiyiik
cogunlugu orta Afrika iilkelerinde gerceklestirilmistir. Tumwine ve ark. (214)
Mulago Hastanesine (Uganda) ishal sikayeti ile bagvuran 0-60 aylik ¢ocuklarda
Enterocytozoon bieneusi arastirmiglardir. Herhangi bir sikayeti bulunmayan kontrol
grubu iiyeleride %16,8 oraninda, ishalli ¢ocuklarda ise %17,4 oraninda E.bieneusi
pozitifligi goriilmustiir. Nkinin ve ark. (83) Yaounde’de (Kamerun) 28’i HIV
pozitif olan, 191 kiside mikroskobik (Kalkaflor Boyama) olarak Mikrosporidia
incelemesi gergeklestirmislerdir. HIV pozitif ve tliberkiilozlu kisilerin pozitiflik
oranin1 %35,7, HIV pozitif tiiberkiiloz olmayanlarin pozitiflik oranin1 %24 ve
saglikli kigilerin pozitiflik oranint %67,5 olarak raporlamislardir. Saglikli
insanlarda pozitifligin bu denli yiiksek olmasi, sahra alt1 afrika tilkelerinde yasayan
insanlarin bu parazitlerle kronik olarak enfekte olduklarini ve Mikrosporidialara
kars1 tolerans gelistirdigini disiindiirmiistiir. Farkli bolgelerde gergeklestirilen
caligmalarda, kalkaflor yonteminin MTS ve PZR’den daha fazla pozitiflik vermesi
mantarlarin Mikrosporidia sporlar1 gibi floreasan vererek yanlis pozitiflege sebep
olma potansiyelini unutmamak gerekmektedir (198,208). Breton ve ark. (215)
Gabon’da HIV pozitif ve Kamerun’da HIV negatif kisilerde gerceklestirdigi
calismada Enterocytozoon bieneusi yiiksek rRNA sekans degiskenligine sahip
genotipine rastlamislardir. PZR ve IFA yontemlerinin kullanildigi bu c¢aligmada
Gabon’da 822 kisiden 22 (%3) ve Kamerun’da 758 kisinden 22 (%2,9) kiside
pozitiflige rastlanmistir. Ayinmode ve ark. (216) Nijerya’nin giineybatisindaki Oyo
kentinte 43 ¢ocukta molekiiler olarak Enterocytozoon bieneusi arastirmislar ve 4
(%9,3) cocukta patojenin varligi raporlanmistir. Ojuromi ve ark. (217) Lagos’ta
(Nijerya) Antiretroviral terapi alan HIV ile enfekte 90 hastadan 5’inde
Entereocytozoon bieneusi’yi tanimlamiglardir. Arastirmacilar Nijeryada HIV
pozitif insanlar iizerine yapilan caligmalara bakildiginda oranlarin %3,6-16,6

arasinda degistigini bildirmislerdir. Ayrica Nijerya’da ¢ocuk bakimi ve ev isleri

67



kadinlarin sorumlulugunda olmasi sebebiyle, Mikrosporidia sikliginin gérece daha
fazla goriilmesiyle iliskilendirilmektedir (218-221).

Afrika iilkelerinde Mikrosporidia ¢alismalarinin  Asya ve Avrupa
iilkelerinden daha ge¢ donemlerde bagladigi ve genelde orta Afrika iilkelerinden
Mikrosporidia varligina iliskin ¢aligmalar yapildig1 goriilmektedir. Literatiirdeki
caligmalarin biiyiik bir ¢gogunlugu molekiiler yontemlerin yayginlasmaya bagsladigi
yillarda gergeklestirildigi icin mikroskobik taramalarin az oldugu goriilmektedir.
Daha once de deginildigi gibi yalnizca mikroskobik yontemlerin kullanildigi
calismalarda bu kiiciik patojenlerin gézden kactigi bilinmektedir. Ayni sekilde
molekiiler yontemler i¢in gerekli siire¢lerdeki (DNA izolasyonu, se¢ilen primerler
ve PZR dongiileri) aksilikler tanida yanlis sonuglara yol agmaktadir. Bununla
birlikte kalkaflor gibi giivenilir kabul edilen boyama ydntemlerinde mantar gibi
mikroorganizmalarin Mikrosporidia sporlari ile ¢ok benzer renklenmesi yanlis
pozitiflige yol agarak patojenlerin sikligin1 oldugundan fazla gostermektedir (83).
Calisgmamizda kullanilan MTS yonteminin PZR yontemine gore duyarliligi orta
diizeyde olsa da ozgiilliigiiniin cok yiiksek olmasi yanlis pozitif sonuglardan
kaginmay1 saglamaktadir. Yine de giivenilir yontemlerin ufak da olsa
dezavantajlarini goz 6niine alarak ¢alismalarin planlanmasi ve yontemlerin birlikte
yapilmasi daha dogru ve giivenilir sonuglarin alinmasini saglayacaktir. Molekiiler
caligmalarda ise Asya lilkelerinde oldugu gibi tek tiire 6zgii primerlerin segilmesi
gbze ¢arpmaktadir. Insanlardaki Mikrosporidia enfeksiyonlarinin gok biiyiik bir
kismindan Enterocytozoon bieneusi sorumlu olsa da tek tiir hedefli aragtirmalar
Mikrosporidia tiirlerinin sikligin1 tam olarak temsil edememektedir. Bu sebeple
caligmalarin farkli Mikrosporidia tiirlerini de kapsamasini saglayacak sekilde
planlanmas1 6nem arz etmektedir.

Afrika ¢aligmalarina genel olarak bakildiginda, yaptigimiz bu calismadaki
sonuglarla benzer sekilde ishal gibi gastrointestinal sikayetlerin, cinsiyetin ve yasin
Mikrosporidia oranlarina bir etkisi olmadig1 raporlanmakla birlikte kimi zaman
cocuklardaki oranlarin daha fazla oldugu bildirilmistir (214). Yagis mevsimlerinde
oranlarin artmas1 da dikkat edilmesi gereken hususlardan biridir, c¢linkii
sosyoekonomik durumun Mikrosporidia agisindan 6nemi Afrika iilkelerinde daha
fazla etkili olmaktadir  (214). Afrika ilkelerinde HIV+ gibi bagisiklig:
yetersiz/baskilanmig kisilerdeki pozitiflik ile saghkli kisilerdeki pozitiflik

dereceleri anlamli sekilde farklilik géstermemektedir. Kontrol grubu olarak segilen
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saglikli kisilerde oranlarin HIV+ kisilere gore daha fazla oldugunu gosteren
calismalar mevcutken, benzer oranlarin da raporlandigi calismalar da
goriilmektedir.  (83,215,217). Bu durum c¢evresel ve kisisel etkilerden
kaynaklanmakla birlikte, Avrupa iilkelerinde oldugu gibi Afrika’da da HAART
yontemlerinin kullanilmast HIV+ kisilerdeki oranlarin etkili sekilde azaldigini
gostermistir (217).

Yukarida bahsi gegen farkli cografyalarda gergeklestirilen g¢alismalara
bakildiginda, insanlarin devamli olarak Mikrosporidia tiirlerine maruz kaldigini,
cevresel, ekonomik vb. etkenlerle birlikte tan1 yontemlerindeki farkliliklarin da
etkisiyle birbirinden farkli oranlarmn bildirildigi goriilmektedir. Ayrica tek bir tani
yonteminin kullanildigi ¢alismalarin da belirtilen oranlarin degiskenligine katkida
bulundugu goz ardi edilmemelidir. Gerek diinya genelinde gerekse ililkemizdeki
caligmalar degerlendirildiginde Mikrosporidialarin yaygiliginin azimsanmayacak
Ol¢iide oldugu asikardir. Bu sebeple epidemiyolojik ¢alismalar planlanirken
orneklemin hastalik gézetmeksizin yapilmasi, giivenilir olan en az iki yontemin

kullanilmas1 gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bolu ve Diizce ilindeki insanlarda Mikrosporidia tiirlerinin varligi ve
yayginligin1 arastirmayi amagladigimiz bu ¢aligmada elde edilen veriler

dogrultusunda asagidaki sonuglar ortaya konmustur.

1. Mikroskobik incelemeler sonucunda 400 6rnekten 25 (%6,25) tanesinde
Mikrosporidia sporlar1 tespit edilmistir. Bolu’dan temin edilen 188
ornekten 11’inde (%5,8), Diizce’den temin edilen 212 adet drnekten
14’tinde (6,6) Mikrosporidia tiirleri tespit edilmistir.

2. Molekiiler analizler sonucunda 400 Ornekten 49 tanesinde (%12,25)
pozitiflik saptanmistir. Bolu o6rnekleride %13,3 (25/188), Diizce
orneklerinde %11,3 (24/212) Mikrosporidia pozitiflik goriilmiistiir.

3. Yapilan istatistik analizler sonucunda Mikrosporidialarin dagiliminin
yas, cinsiyet ve ishal durumu ile bir anlamli iligkisi olmadigi
gorilmustir.

4. Tiir 6zel primerler kullanildigindan yalniza Enterocytozoon bieneusi
tiirli i¢in yapilan PZR sonucunda bantlar goriilmiis ve bu sebeple tespit

edilen tiiriin Enterocytozoon bieneusi oldugu anlasiimustir.

Yukaridaki sonuglar ve literatiir karsilagtirmalar1 neticesinde asagidaki
Oneriler sunulmustur.

1. Calismamizda, Mikrosporidia arastirmalarinda tek  yOntemin
kullanilmasmin  eksik ve yanhis sonucglara gotiirebileceginden
bahsedilmistir. Bu sebeple yontem ne kadar giivenilir olursa olsun,
gerceklestirilecek ¢alismalarin en az iki yontem ile planlanmasini
onermekteyiz.

2. Calismamizdaki  verilerle birlikte Ulkemizde ve Diinya’da
gerceklestirilen ¢alismalara bakildiginda, saglikli ve bagisiklig
baskilanmis insanlardaki Mikrosporidia’larin varlif1 azimsanmayacak
Ol¢iidedir. Bu sebeple, yapilacak c¢aligmalarin hastalik grubu
gozekmeksizin planlanmast toplumdaki Mikrosporidia sikliginin

belirlenmesi, 6zelde bagisiklik sistemi yetersiz insanlarin genelde ise
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toplumun bu patojenlerden korunmasinda dogru adimlarin atilmasina
yardimci olacagini diisiinmekteyiz.

Literatiirde de bahsedildigi gibi bagisiklik sistemi yetersiz/baskilanmis
kisilerde bu patojenlerin belirli araliklarla taramasmin faydal
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu tarz taramalarin hali hazirda arastirma
caligmalarinda kullanilmakta olan multipleks PZR yonteminin rutin
tanida yer almasinin yararli olacagini diisiinmekteyiz.

. Yapilacak sonraki ¢aligmalarda, 6rnekleme ¢esitliliginin arttirilarak bu
patojenlerin yayilis haritasini daha iyi ortaya koymamizi saglayacaktir.
Su kaynaklari, evcil-sokak hayvanlari gibi farkli canli ve ortamlardan
ornekler alinarak gegis yollarina iliskin 6nemli bilgiler edilebilir.

Gerek bu caligmada elde edilen gerekse farkli konak ve kaynaklardan
alman Orneklerde sekans analizi gergeklestirirek, Ulkemizdeki
Mikrosporidia tiirlerinin filogenetigine iliskin ve tiirlere 6zgii ITS
genotiplendirmesiyle ge¢is yollarina iliskin  6nemli bilgilere
ulagilabilecegini diisiinmekteyiz.

. Bununla birlikte yapilacak aragtirmalarda genotipte goriilebiliecek olasi
farkliliklarin fenotipik olarak incelenmesi igin elektron mikroskobu

yonteminin de eklenmesinin faydali olacagini dsiinmekteyiz.
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