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OZET

Microsporidium turleri, imminyetmezIigi olan hastalarda sinlzit, keratokonjonktivit, hepatit, miyozit,
peritonit, nefrit, ensefalit ve pnémoni gibi cesitli klinik tablolara neden olmaktadir. Bu raporda miyoto-
nik distrofi tanisiyla izlenen, Microsporidium spp.’ye bagli ishali olan bir olgu sunulmaktadir. Dort yasin-
daki erkek hasta solunum sikintisi ve ates yakinmasiyla hastaneye basvurmustur. Tekrarlayan enfeksiyon-
lari nedeniyle immiinolojik acidan degerlendirilen hastanin IgA diizeyinin 14 mg/dl (normal deger 18-
160), IgM diizeyinin 30 mg/dl (normal deder 45-200) oldugu tespit edilmistir. Akciger degisikliklerinin
nedenini ortaya ¢ikarmak icin yapilan bronkoskopi sonrasi hastada ytiksek ates ve 20-25 kez sulu digkila-
ma ile seyreden ishal bulgularinin 6n plana ¢iktigi belirlenmistir. Diskinin bakteriyolojik incelemesi sonu-
cunda shigellozis tanisi konularak tedaviye siprofloksasin; parazitolojik incelenme sonucunda Microspori-
dium spp. tanisi konularak albendazol eklenmistir. Weber’in modifiye trikrom boyasi ile mikroskobik ince-
leme sonucu elde edilen pozitiflik, Microsporidium spp. icin 6zgiil olan C1 ve C2 primerleri (Metabion,
Almanyay) ile yapilan polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile dogrulanmis ve Encephalitozoon intestinalis'e
6zgl 270 baz ciftlik bant elde edilmistir. Sonug olarak, ishalli olgular ile immuin sistemi baskilanmis has-
talara ait diski 6rneklerinin, rutin parazitolojik incelemelere ek olarak Microsporidium spp. agisindan da de-
gerlendirilmeleri gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Microsporidium spp., ishal, immiinyetmezIik.

ABSTRACT

Microsporidium spp. may lead to a variety of clinical pictures like sinusitis, keratoconjunctivitis, hepa-
titis, myositis, peritonitis, nephritis, encephalitis and pneumonia in case of immune deficiencies. In this
report, a case of diarrhea due to Microsporidium spp. has been presented. A four years old male patient
who was followed with the diagnosis of myotonic dystrophia, was admitted to the hospital with the
complaints of respiratory distress and fever. Due to the history of recurrent infections, further investiga-
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tions was carried out to clarify the immunological status of the patient, and the total IgA and IgM levels
were found as 14 mg/dl and 30 mg/dl, respectively (normal values were; 18-160 and 45-200 mg/dl,
respectively). Following bronchoscopy done to enlighten respiratory distress, the patient developed high
fever and watery diarrhea. Since bacteriological cultures of the stool yielded Shigella spp., antimicrobial
therapy with ciprofloxacin was initiated. Parasitological examination of the stool done by Weber’s mo-
dified trichrome dye, yielded Microsporidium spp. microscopically and albendazole was added to the tre-
atment. Presence of Microsporidium spp. was confirmed by polymerase chain reaction with the use of C1
and C2 primers (Metabion, Germany) targeted to Microsporidium spp. and besides a 270 bp band spe-
cific for Encephalitozoon intestinalis was also obtained. This case emphasized that in case of diarrhea the
stool samples of the immunocompromised patients should be evaluated in terms of Microsporidium spp.
in addition to the routine parasitologic examinations.

Key words: Microsporidium spp., diarrhea, immune deficiency.

GiRis

Microsporidium tirleri, kiictik, spor olusturan, hem omurgali hem de omurgasiz konak-
lari enfekte edebilen, zorunlu hiicre ici 6karyotik parazitlerdir. Mikrosporidiyozisin klinik
seyri, etkenin lokalizasyonuna ve konagin immiin durumuna baglidir. CD4+ T hicre sayi-
st 100/mm?iin altinda olan immiinyetmezlikli hastalarda Enterocytozoon bieneusi ve En-
cephalitozoon intestinalis'in neden oldugu enfeksiyonlar, klinik tabloyu agirlastirmakta ve
enfeksiyon, kronik ishal, ates, istahsizlik ve kilo kaybi ile yasami tehdit edebilmektedir’. Et-
kenin farkli sistemleri tuttugu disinildiginde (bagirsaklar, solunum sistemi ve goz) fe-
kal-oral yol, inhalasyon ve direkt kontaminasyon ile bulasma miimkiin olabilmektedir?.

OLGU SUNUMU

Miyotonik distrofi tanisiyla izlenen 4 yasindaki erkek cocuk, solunum sikintisi ve ates
yakinmasi ile Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Cocuk Hastaliklari Servisi-
ne yatirldi. Hematolojik sayimlarda beyaz kiire 20.1 pL [normal deger (ND): 4.0-
10.3], hemoglobin 11.7 g/dl (ND: 13.5-17.5), hematokrit %34.1 (ND: 41-53), MCV
80.6 fL (ND: 80.7-95.5), trombosit 535 pl (ND: 156-373) olarak saptandi. Biyokimya-
sal analizlerinde; kreatinin 0.4 mg/dl (ND: 0.8-1.4), aspartat aminotransferaz 263 U/L
(ND: 1-38) ve alanin aminotransferaz 327 U/L (ND: 1-41) idi. Akciger grafisinde bila-
teral bazallerde havalanma azhgi, konsolidasyon alanlari ile, toraks ultrasonografisinde
plevral efiizyon saptandi. Solunum glicligu nedeniyle entiibe edilen hasta, anestezi
yogun bakima nakledildi. Tekrarlayan enfeksiyonlari acisindan pediatrik immunoloji ta-
rafindan degerlendirilen hastanin IgA diizeyinin 14 mg/dl (ND: 18-160), IgG dizeyi-
nin 60 IU/L (normal deger 0-150), IgM diizeyinin ise 30 mg/dl (ND: 45-200) oldugu
tespit edildi. Akciger degisikliklerinin nedenini ortaya ¢ikarmak icin yapilan bronkosko-
pide mukus tikaci tespit edildi. Bronkoskopi sonrasi hastada yliksek ates ve 20-25 kez
sulu digskilama ile seyreden ishal bulgularinin 6n plana ¢iktigr belirtildi. Bakteriyoloji ve
parazitoloji laboratuvarlarina ishal nedenini arastirmaya yonelik diski 6rnekleri gonde-
rildi. Calisma icin gerekli etik onay DEUTF Klinik ve Laboratuvar Arastirmalan Etik Ku-
rulu’ndan alind.
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McConkey, EMB (eosine methylene blue) ve SS (Salmonella-Shigella) besiyerlerine ekim
sonucunda shigellozis tanisi koyularak tedaviye siprofloksazin eklendi. Nativ-lugol ve ¢oklas-
tirma yontemleri ile parazit saptanmayan digki 6rneginin Weber’in modifiye trikrom boyasi
ile incelenmesi sonucu, Microsporidium sporlari saptandi. Bu yontem ile Microsporidium spp.
sporlarinin parlak pembe renkte boyandigi goruldi. Bagirsak florasinda yer alan bakteriler
ve artefaktlarin ise acik mavi-mor renkte boyanarak etken ile iyi bir kontrast olusturdugu ve
kolayca ayirt edilebilmesine imkan verdigi belirlendi. Diger parazitler icin uygulanan rutin
boyall preparat incelemeleri negatif olarak degerlendirildi. Microsporidium spp. yogunlugu
Menotti ve arkadaslarinin® gelistirdigi yontem ile belirlendi. Buna gére her 10 sahada 1’den
az sayida spor saptandi ve parazit yogunlugu +1 olarak degerlendirildi (Resim 1).

Mikroskobik inceleme sonrasi diski 6rnegine polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonte-
mi uygulandi. Direkt olarak -80°C’de dondurularak saklanmis digki 6rneklerinden, Nucle-
oSpin Tissue Genomic DNA Tissue Kit (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak uretici fir-
manin onerileri dogrultusunda DNA elde edildi. Microsporidium spp. igin ticari olarak te-
min edilen C1 ve C2 primerleri (Metabion, Almanya) kullanildi. PCR karisimi; 10x tam-
pondan 5 pl, MgCl,’den 4 pl, dNTP’den 1 pl, C1 ve C2 primerlerinin her birinden 1.25’er
ul, “hot start” Taq polimeraz’dan (Fermentas) 0.2 pl, DNA ekstraktindan 10 pl olmak tize-
re total hacim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon, 95°C’de 7 dakikalik 6n de-
natiirasyonun ardindan 35 dongu 94°C’de 1 dakika, 62°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika
ve son uzama basamag icin 72°C'de 5 dakika olacak sekilde diizenlendi. Elde edilen
DNA, DNA saflastirma kiti (GeneMARK, Technology Co., Ltd, Tayvan) kullanilarak Gretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda saflastinldi ve %1.5 agaroz jelde goriintilendi. E.intesti-
nalis’e 6zgl 270 baz cift (bg)'lik bant gozlendi (Resim 2). Hastaya 7 glin E.intestinalis’e et-
kili oldugu bildirilen albendazol tedavisi 6nerildi. Tedavinin ardindan ishal yakinmasinin
sona erdigi saptandi. Tekrarlayan diski incelemelerinde parazite rastlanmadi.

Sol akcigerde solunum seslerinin azalmasi tizerine hastaya tekrar bronkoskopi yapildi. Ali-
nan ornekte ARB (++) saptandi, ancak tiiberkiloz PCR negatif olarak degerlendirildi. Hasta-
nin 6ykusiinde tuberkiloz geciren ve temas halinde bulundugu dede ve hala oldugundan,
hasta tiiberkiiloz olarak degerlendirildi ve Ugli tedavi (izoniazid, rifampisin, pirazinamid)
baslandi. Hastanin genel durumunun iki hafta streyle iyi seyretmesi lzerine taburcu edildi.

Resim 1. Modifiye trikrom boyasi ile Microsporidium spp. gortintuisi.
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250 bg 270 bg

Resim 2. Agaroz jelde E.intestinalis saptanan olguya ait PCR gériintiisi. 1. hat: Molekdler agirlik belirteci
(250 bg ladder); 2. hat: E.intestinalis pozitif kontrol; 3. hat: Negatif kontrol; 4. hat: E.intestinalis saptanan ol-
gu (E.intestinalis’e 6zgii 270 b¢'lik bant).

TARTISMA

Microsporidium tirleri immuin sistemi saglam kisilerde subklinik veya klinik enfeksiyona
neden olurken, immiin sistemi baskilanmig hastalarda kronik ishal, emilim bozuklugu ve
siddetli kilo kaybina yol acmakta, hatta 6liime neden olabilmektedir®. Ulkemizde Yazar ve
arkadaslarr® tarafindan, akut miyeloblastik I16semili bir olgunun bronkoalveoler lavaj (BAL)
orneginin Giemsa ile boyali preparatinin degerlendirilmesi sirasinda Microsporidium spp.
saptandidi rapor edilmistir. Antineoplastik ilaclarin ve steroid tedavisinin, bu hastada pre-
dispozan faktor olarak rol oynadigi diistiniilmiistiir®. Enfeksiyonun 6zellikle immiin siste-
min baskilandigi durumlarda 6nemli bir ishal etkeni oldugu g6z ardi edilmemelidir.

Gunumizde bagirsak mikrosporidiyozis enfeksiyonlarinin tanisinda, diskinin stk mik-
roskobisi ile degerlendirilmesine olanak veren basit ve hizli sonug veren boya yontemle-
ri gelistirilmistir®. Bunlardan en sik uygulanani, Weber'in modifiye trikrom boya yénte-
midir6. Bu boya ile Candida albicans gibi kiiciik mayalar da parlak pembe renkte boyan-
makta, ancak koyu renkte homojen bir goriiniim sergilediklerinden i¢ yapilari goriileme-
mektedir. Ayrica bu boya yontemi, coklastirma yontemi uygulanmadan formolle sulan-
dirlan diskidan direkt hazirlandigi icin coklastirma sirasinda sporlarin kaybi s6z konusu
olmamaktadir. Olgumuzun diski 6rneginin boya yontemi ile mikroskobik degerlendirme-
si sonucunda cok az sayida spor icerdigi gorilmustir. Bu nedenle birden fazla preparat
hazirlanmis, farkli zamanlarda tekrar degerlendirilerek etkenin gézden kagirlmamasina
calisiimistir. Ayrica preparatlarin ¢ok ince olarak hazirlanmasinin, etkenin saptanmasini
kolaylastirdigi belirlenmistir.

Gunumiizde molekiler yontemlerin, konvansiyonel yontemlerin kisitliliklarini ortadan
kaldiracagi dustiniilmektedir. Modifiye trikrom boya yontemi ile tanida, PCR’nin dogru-
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lama ve tiir ayrniminda kullaniimasi tavsiye edilmektedir®. Ancak PCR’nin, diskidan DNA
ekstraksiyonu yapilirken sporun parcalanmasindaki guclukler, digkida bulunan inhibitor-
lerin yeterince uzaklastinlamamasi veya DNA ekstraksiyonunun zayif olmasi gibi bazi ki-
sithhiklari da mevcuttur’. Calismamizda, olgumuzun -80°C’de dondurularak saklanan
diski 6rneginde PCR ile pozitif sonug¢ alinmis, ancak formalinle saklanan digki 6rnegine
uygulanan DNA ekstraksiyonunun basarili olmadigi belirlenmistir. Formalinin PCR Uizeri-
ne gucli inhibitor etki gosterdigi ve ekstraksiyondan once tamamiyla uzaklastiriimasi ge-
rektigi distnilmustar. PCR yontemi ile pozitifligin saptanabilmesi icin, diski 6rneklerin-
deki spor konsantrasyonunun 1 g diskida en az 10? spor olmasi gerektigi 10> spor ve
tizeri oldugu kosulda daha giivenilir sonuclarin elde edildigi bildirilmektedir®.

Sonug olarak, ishalli olgular ile immun sistemi baskilanmig hastalara ait digki 6rnek-
lerinin, rutin parazitolojik incelemelere ek olarak Microsporidium spp. acgisindan da de-
gerlendirilmeleri gerektigi kanisina varilmistir. Microsporidium tirlerinin tanisinda We-
ber’in modifiye trikrom boya yonteminin giivenle basvurulacak bir yontem oldugu ve
etkenin rutin tanisinda kullanilabilecegi dustintlmustir. Ancak epidemiyolojinin orta-
ya konulmasi, uygun tedavinin yapilmasi ve etkenin tiir ayriminin yapilmasi icin PCR
protokoliiniin olusturulmasi gerekmektedir. Edindigimiz deneyimler dogrultusunda,
spor duvarinin parcalanmasi asamasinda karsilasilan gicluklerin, yontemin DNA ekst-
raksiyonu basamagindaki en énemli kisithhk oldugu belirlenmistir. Microsporidium ta-
nisina yonelik lkemizde olduk¢a az sayida calisma bulunmaktadir. Calismamiz PCR
yontemi ile insan Microsporidium turlerinin saptandigi ilk calisma olmasi acisindan
oénemlidir. Calismamizin bu konuda planlanacak ¢alismalara yol gosterici nitelikte ola-
cagini disinmekteyiz.
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