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OZET

Microsporidia, turiine bagli olarak, genellikle kendiliginden iyilesen ishal, kornea (lseri ve miyozit gi-
bi semptomlarla karakterize sporadik olgulara neden olmaktadir. insan immiinyetmezlik virusu ile enfek-
te hastalarda firsatci patojen olarak degerlendirilmekle birlikte, Microsporidia turleri son yillarda immin
sistemi normal bireylerde de ishal etkenleri arasinda yer almaya baslamistir. Microsporidia enfeksiyonlari-
nin tanisi, digki, idrar, sinlis aspiratlari, nazal akinti, bronkoalveoler lavaj veya doku biyopsilerinde, para-
zit sporlarinin veya evrim dénemlerinin gorilmesiyle konulur. Tanida boya yontemleri, serolojik yontem-
ler, polimeraz zincir reaksiyonu ve elektron mikroskobu kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Mart 2009-Hazi-
ran 2009 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine bagvuran ishalli hastalardan Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen diski 6rneklerinde (g farkli boyama yontemi kul-
lanilarak Microsporidia sikliginin arastiriimasi ve bu yontemlerin karsilagtirimasi amaclanmistir. Calismada,
225 ishalli hastaya (84U ¢ocuk, 141°i eriskin; 103’U kadin, 122'si erkek) ait diski 6rnegi Weber’in modi-
fiye trikrom (MTS) boyamasi, kalkoflor (calcofluor; CF) boyama ve akridin turuncusu (Acridine orange;
AO) boyama ydntemleriyle boyanarak Microsporidia agisindan incelenmistir. Arastirmada, ishalli hastala-
rin %9.8 (22/225)'inde Microsporidia varligi saptanmig; bu oranin ¢cocuk yas grubunda %9.5 (8/84), eris-
kinlerde %9.9 (14/141) oldugu belirlenmistir. Eriskin-cocuk yas gruplari ve kadin-erkek cinsiyetleri arasin-
da Microsporidia gorilmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p> 0.05). Boyama
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yontemlerinin karsilastirmasinda MTS yontemi referans alindiginda, AO yénteminin duyarlihk, 6zgullik
ve tutarlilik oranlari sirasiyla %100, %91.6 ve %92 olarak saptanmis; bu degerler CF yéntemi icin sirasiy-
la %95.4, %99.5 ve %99.1 olarak belirlenmistir. CF boyama ile MTS arasinda ¢ok gi¢lii ve anlamli bir
korelasyon (r= 0.950, p< 0.001) saptanirken, AO ile korelasyon giiclii ve anlamli (r= 0.719, p< 0.001)
olarak izlenmistir. AO yonteminde boyali preparatin zemininin de turuncu renge boyanmasi ve boya ar-
tiklarinin ortamda yogun bulunmasi yorumlamada guicliik olusturmus, hizli ve pratik bir yontem olmasi-
na ragmen pozitif prediktif degeri dusiik (%56.4) olarak saptanmistir. Sonug olarak calismamizda, ishal-
li olgularin diski 6rneklerinin Microsporidia agisindan da arastirilmasi gerektigi kanisina varilmis ve rutin la-
boratuvarlarda MTS yontemiyle birlikte CF boyama yonteminin kullanilmasinin, Microsporidia tanisinda
duyarlihdi ve guvenilirligi artiracagr sonucuna ulagilmistir.

Anahtar sézciikler: Microsporidia; tani; ishal; boyama yontemi.

ABSTRACT

Microsporidia, depending on their different species, generally lead to self-limited, sporadic and mild
infections such as diarrhea, corneal ulcer and myositis. They are considered as opportunistic pathogens
in HIV-positive patients however in recent years Microsporidia have been detected also in immunocom-
petent individuals as a cause of diarrhea. Diagnosis of Microsporidia depends on the detection of spores
or different developmental stages of protozoon in stool, urine, sinus aspirates, nasal discharge, broncho-
alveolar lavage or tissue biopsies. Diagnosis of Microsporidia infections is usually achieved by the use of
different staining methods, serological tests, polymerase chain reaction, and electron microscopic met-
hods. The aims of this study were to detect the incidence of microsporidia in patients with diarrhea by
using three different staining methods and to compare the performance of these methods. A total of
225 stool samples from diarrheal patients (84 were children, 141 were adults; 103 were female, 122 we-
re male) admitted to Gazi University Medical Faculty Hospital between March-June 2009, have been eva-
luated in the laboratory of Medical Microbiology Department. Stool samples were examined in terms of
the presence of Microsporidia spores by Weber’s modified trichrom staining (MTS), calcofluor (CF) and
acridine orange (AO) staining methods. Microsporidia positivity rate was 9.8% (22/225) in the diarrheal
patients, the rate being 9.5% (8/84) in children and 9.9% (14/141) in adults. There was no statistically
significant difference between age and gender groups (p> 0.05) regarding Microsporidia detection.
When MTS was considered as the reference method, sensitivity, specifity and consistency of AO staining
were estimated as 100%, 91.6% and 92%, respectively, while those rates for CF staining were 95.4%,
99.5% and 99%, respectively. There was very strong and significant correlation (r= 0.950, p< 0.001) bet-
ween CF staining and MTS, while there was strong and significant (r= 0.719, p< 0.001) correlation bet-
ween AO staining and MTS. Although AO staining is rapid and convenient, the positive predictive value
was measured very low (56.4%) and the interpretation of stained slides was very difficult since backgro-
und of the slides was stained orange and there were a lot of dye artefacts. In conclusion, screening Mic-
rosporidia in all diarrheal stool samples is of diagnostic value. To increase sensitivity and reliability in the
detection of Microsporidia spores in diarrheal samples, initial application of calcofluor staining should be
followed by the confirmatory MTS method.

Key words: Microsporidia; diagnosis; diarrhea; staining methods.

GIiRiS
Microsporidia, tek hicreli zorunlu hiicre ici paraziti olup, 160 cins ve 1200’den fazla

tur iceren Microspora subesinde siniflandinimaktadir. Boyutlari tiirlere gore farklilik gos-
termekle birlikte genellikle 1-10 pym arasinda degismektedir'. Hem omurgali hemde
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omurgasiz konaklari enfekte edebilen Microsporidia tiirleri konak hiicre disinda sporlariy-
la enfeksiyon olusturmaktadir. Insanlari enfekte eden cinsler arasinda Enterocytozoon, En-
cephalitozoon, Trachipleistophora (Pleistophora), Nosema, Brachiola ve Vittaforma yer
alir'2. Bunlar arasinda da diski 6rneklerinden en sik izole edilen enfeksiyon etkenleri Fn-
terocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis olup, diinyada yaygin olarak bulun-
maktadir'-3. Microsporidia sporlari cevre kosullarina oldukca dayaniklidir ve organizma-
dan atildiktan sonra uzun siire enfektif olarak kalabilir®*.

ilk memeli enfeksiyonu 1922 yilinda ilk insan enfeksiyonu 1927 yilinda bildirilmis; insan
immiinyetmezlik virusu (HIV) pozitif hastalarda ilk Microsporidia olgusu 1985 yilinda rapor
edilmis ve AIDS hastalarinda gortilen kronik ishal olgularinin yarisinda etken oldugu belir-
tilmistir'->. Microsporidia tiirlerinin dogada yaygin halde bulunmasi ve enfeksiyonun tim
diinyada gorilmesi nedeniyle cesitli bulas yolu ve kaynaginin oldugu; sporlarin sindirim
ya da solunum yoluyla alinmasiyla enfeksiyonun olusabildigi diistiniilmektedir'5”.

Microsporidia enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda; mikroskobik inceleme (isik, flo-
resan veya elektron mikroskobu ile), histolojik inceleme, serolojik testler, hiicre kilturd,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve akim sitometrisi gibi yéntemler yer almaktadir®®,
Boyama yontemleri olarak ise kalkoflor, Giemsa, aside direncli-trikrom ve Weber’in trik-
rom boyama yéntemleri kullanilmaktadir®®. Bu calismada ishal yakinmasi olan hastalar-
dan laboratuvarimiza gonderilen digki 6rneklerinde (g farkli boyama yontemi kullanila-
rak Microsporidia sikhginin arastirlmasi ve bu boyama yontemlerinin karsilastiriimasi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Mart 2009-Haziran 2009 tarihleri arasinda cesitli poliklinik ve klinikler-
den rutin inceleme icin laboratuvarimiza gonderilen 225 ishalli olguya ait digki 6rnegi
degerlendirildi. Tim 6rnekler boyama 6ncesinde formol-etil-asetat sedimentasyon yon-
temiyle yogunlastirildi.

Akridin turuncusu (Acridine orange; AO) boyama yontemi icin, fosfat tamponlu so-
lisyon (PBS, pH: 7.4) icinde hazirlanan %1 stok sollisyonu 10 kat sulandirilarak kullanil-
di. Sedimentasyondan sonra ornekler lama yayilip metil alkolle 10 dakika tesbit edildi.
Daha sonra AO ile iki dakika boyanip cesme suyuyla yikandi. Lamlar kuruduktan sonra
immersiyon yagi damlatilarak floresan mikroskobunda x100 objektifle, 490 nm dalga
boyunda incelendi.

Kalkoflor (Calcofluor; CF) boyama icin, %10’luk KOH icinde %0.5 oraninda hazirla-
nan “fluorescent brightener 28” (MP Biomedicals no: 158067) ve PBS ile %0.5 olarak
hazirlanan evans mavisi kullanildi. Boyamada, AO boyama yonteminde oldugu gibi ha-
zirlanan ve tesbit edilen lamlar CF boyasi ile G¢ dakika boyanip distile su ile yikandi. Lam-
lar evans mavisi ile 30 saniye boyandiktan sonra tekrar distile su ile yikanip kurutuldu ve
immersiyon yagi damlatilarak floresan mikroskobunda x100 objektifle, 365 nm dalga
boyunda incelendi.
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Weber’in modifiye trikrom boyama (MTS) yéntemi ise daha 6nce tanimlanan* sekil-
de yapilarak lamlar stk mikroskobunda x100 objektifle incelendi. Calismamizda, Prof.
E. Didier'den (Tropical Medicine and Research Scientist; Division of Microbiology, Tu-
lane National Primate Research Center, Louisiana, USA) saglanan, E.intestinalis turl po-
zitif kontrol olarak kullanildi ve tim boyama yontemleriyle boyanip test edildi.

MTS yontemi referans yontem olarak kabul edilerek istatistiksel analizler bilgisayar or-
taminda SPSS programinin 16.0 versiyonu ile yapildi. Analizlerde bagimh gruplarda ki-
kare (Mc Nemar testi) ve korelasyon testleri kullanilarak p< 0.05 degerleri anlaml kabul
edildi.

BULGULAR

Calismamizda degerlendirilen 225 olgunun 84 (%37)'G ¢ocuk (0-18 yas), 141
(%63)'i eriskin (> 18 yas) olup, 103 (%46)’U kadin ve 122 (%54)'si erkektir. Olgulardan
alinan diski 6rneklerinin timu ve pozitif kontrol olarak kullanilan E.intestinalis susu AO,
CF ve MTS boyama yontemleriyle incelenmistir (Resim 1,2). Referans yontem olarak ka-
bul edilen MTS yontemiyle toplam Microsporidia pozitiflik orani %9.8 (22/225) olarak
bulunmus; bu oranin ¢cocuklar icin %9.5 (8/84), eriskinler icin %9.9 (14/141) oldugu iz-
lenmistir. MTS yontemiyle Microsporidia tirlerinin saptanmasinda kadin ve erkek cinsi-
yetleriyle eriskin ve cocuk yas gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunma-
migtir (p> 0.05).

Resim 1. Pozitif kontrol olarak kullanilan Encephalitozoon intestinalis sporlarinin: a) MTS ile boyanmasi (isik
mikroskobu, x100); b) AO ile boyanmasi (floresan mikroskop, x100); c) CF ile boyanmasi (floresan mikroskop,
x100).

Resim 2. Bir hasta 6rneginde Microsporidia sporlarinin: a) MTS ile boyanmasi (1stk mikroskobu, x100); b) AO
ile boyanmasi (floresan mikroskop, x100), c) CF ile boyanmasi (floresan mikroskop, x100) (MS: Microsporidia
sporu; MH: Maya hiicresi).
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MTS yontemi referans yontem olarak kabul edildiginde, Microsporidia tirlerinin sap-
tanmasi acisindan AO yontemi ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmustir
(p< 0.01). AO yonteminin duyarliigi %100, 6zgullugi %91.6, tutarliligi %92, negatif
prediktif degeri %100 ve pozitif prediktif degeri %56.4 olarak tespit edilmistir. AO yon-
teminde arka zeminin de kuvvetli boyanmasi ve boya artiklarinin ortamda yogun olarak
bulunmasi nedeniyle Microsporidia turlerinin ayiriminda zorluk yasanmustir.

CF boyama yontemiyle MTS arasinda Microsporidia turlerini saptama agisindan istatis-
tiksel olarak anlaml bir fark olmadigi saptanmistir (p> 0.05). CF yonteminin duyarlihgi
%95.4, 6zgulligu %99.5, tutarhlifn %99.1, negatif prediktif degeri %99.5 ve pozitif
prediktif degeri %99.5 olarak belirlenmistir. CF boyama ile MTS yontemi arasinda pozi-
tif, cok glicli ve anlamli bir korelasyon (r= 0.950, p< 0.001) oldugu saptanirken, AO bo-
yama ile MTS yontemi arasindaki korelasyon pozitif, glicli ve anlaml (r= 0.719, p<
0.001) olarak izlenmistir.

TARTISMA

Microsporidia tirleri, gerek immdin sistemi normal gerekse baskilanmis bireyleri enfek-
te edebilmekte ve ozellikle imminyetmezIligi olan hastalarda bagirsak, goz, sinus, akci-
ger, kas ve bobrek enfeksiyonlar yaninda ¢oklu organ tutulumuna da neden olmakta-
dir’>7, Cesitli tilkelerde yapilan epidemiyolojik calismalarda Microsporidia saptama oran-
lari; Avustralya’da'® ishalli HIV pozitif hastalarda %33, ishalsiz olgularda %1.4; Nijer-
ya'da'! HIV poritif eriskin olgularda %7, HIV negatif cocuklarda %0.8; Uganda’da'? is-
halli cocuklarda %17.4 ve Amerika Birlesik Devletleri'nde' HIV pozitif hastalarda %0.16
olarak bildirilmektedir. Bu calismalarda ayrica, HIV pozitif ishalli olgularda firsat¢i pato-
jen olarak goriilen Microsporidia tiirlerinin HIV negatif olgularda da g6z ardi edilmemesi
gerektigi ve parazitin prevalansinin HIV enfeksiyonundan bagimsiz olarak farkli bolgeler-
de farkli oranlarda saptanabilecegi vurgulanmaktadir'®'3, Nitekim Espern ve arkadasla-
n'4, iki ayr cografi bélge olan Nijerya ve Vietnam’da HIV pozitif hastalarda Microsporidia
sikhigini sirasiyla %10.5 ve %9.5 olarak saptamiglar; bu bolgelerde sadece E.bieneusi sap-
tadiklari halde farkli genotipler tespit ettiklerini bildirmisler ve buna bagl olarak bulasin
Nijerya’da insandan insana, Vietnam’da ise zoonotik kaynakl oldugunu rapor etmigler-
dir. Sak ve arkadaslan'® da indirekt immiinfloresan yéntemiyle HIV pozitif hastalarin se-
rum orneklerinde %20, mesleki olarak hayvanlarla temasi olanlarda %33 ve saglikh bi-
reylerde %710 oraninda Microsporidia seropozitifligi tespit etmislerdir.

Ulkemizde Microsporidia ile ilk epidemiyolojik calisma Karaman ve arkadaslar'® tara-
findan yapilmistir. Bu calismada 2665 diski 6rnegi MTS, kalkoflor (CF), asit-fast trikrom
ve Giemsa boyama yontemleriyle incelenmis ve 6rneklerin %8.5’inde pozitiflik saptan-
mistir'®. Arastiricilar, bulanti-kusma, istahsizlik, nefes darhg, urtiker-allerji ve Ulseratif ko-
lit ile Microsporidia gériilme sikhgi arasinda anlamli iliski oldugunu ifade etmislerdir'®.
Atambay ve arkadaslar'” da, 781 eriskinde %6.5 oraninda Microsporidia varlig tespit et-
misler ve parazitlerin saptanmasiyla hazimsizlik arasinda anlaml bir iligki bulmuglardir.
Karaman ve arkadaslari'®1? akut ve kronik irtikerli 132 hastanin %19.7’sinde ve kanser-
li hastalarin %5.6'sinda; Calik ve arkadaslan?® ise cocuklarda %7.8 oraninda Microspori-
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dia sporlarina rastladiklarini bildirmislerdir. Yazar ve arkadaslarinin?' calismasinda, kan-
serli bir hastanin bronkoalveoler lavaj 6rneginde Giemsa boyama ile Microsporidia pozi-
tifligi saptanmis; bu durum immiuin sistemi baskilanmis bireylerde akciger tutulumundan
sorumlu patojenler arasinda Microsporidia tirlerinin de distnulmesi gerektigini destek-
lemistir. Usluca ve Aksoy?? da immiin sistemi baskilanmis bir cocukta PCR ile E.intestina-
lis varhgini gostermislerdir. Bizim calismamizda, tlkemizde yapilan diger calismalarla
uyumlu olarak, 225 ishalli hastanin %9.8’inde Microsporidia pozitifligi belirlenmis; yas
grubu ve cinsiyetler arasinda Microsporidia sikligi agisindan anlamli bir fark tespit edilme-
mistir.

Microsporidia tanisi icin farkli boyama yontemlerinin kullanildigi ¢alismalarda; Tuli ve
arkadaglan?® DAPI (4’,6'-diamidine-2-phenylindole) ile kombine edildiginde CF boya-
ma yonteminin duyarliigini %97, 6zgulligunu ise %98 olarak saptamislardir. Bir diger
calismada, CF yonteminin hizli ve ucuz olmasinin yani sira MTS kadar duyarli oldugu
bildirilmistir?*. Didier ve arkadaslari®® da, kalkoflor beyazi (CFW) 2MR, MTS ve immiinf-
loresan antikor yontemlerini karsilastirmislar ve en yiiksek duyarliigi CFW 2MR yonte-
minde, en dislk duyarlihd@i IFA yonteminde bulmuslardir. MTS ve Giemsa boyama yon-
temlerinin karsilastirildigi bir calismada ise, Giemsa yonteminin Microsporidia tanisinda
yetersiz kaldigi rapor edilmistir?®. MTS yéntemiyle pozitif bulunan alti hastanin besin-
de elektron mikroskobu ile pozitiflik saptayan Notermans ve arkadaslari?’, bu yéntemin
diski 6rneklerinde intestinal Microsporidia turlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilabilir
oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda da, digki ornekleri MTS, CF ve AO boyama
yontemleriyle degerlendirilmis ve bu yontemlerle Microsporidia tanisinin konulabilmesi
icin deneyimin gerektigi gozlenmistir. Calismamizin bulgular diger calismalarin sonug-
lartyla paralel olup, CF yonteminin MTS ile uyumu %99.1, duyarhhgr %95.4, 6zgullu-
gu ise %99.5 oraninda belirlenmistir. Kullandigimiz AO boyama yonteminde prepara-
tin arka zemininin turuncu renge boyanmasi tanida zorluk yaratmistir. Bu yontemin po-
zitif prediktif degerinin distk (%56.4) saptanmasi, testin guvenilirliginin sorgulanma-
sina neden olmus, ucuz ve pratik bir yontem olmasina ragmen Microsporidia tanisinda
yetersiz kalacagi gozlenmistir. CF boyamanin ise pozitif prediktif degeri (%99.5) yiiksek
olarak saptanmustir. Bu yontemde ayrica boyama suresinin ¢ok kisa olmasi da, rutin kul-
lanim amaciyla uygulanmasinda bir avantaj olusturmaktadir. Zira MTS boyama yonte-
minde boyama islemi uzun siire almaktadir. Diskida sik gorulen tirlerin boyutlarinin ki-
clik olmasi da MTS yonteminde zorluk yaratmaktadir. Bununla birlikte diskida Micros-
poridia tanisinda MTS yontemi referans yontem olarak gosterilmekte, ancak CF ve uvi-
tex 2B gibi floresan boyalarin kullaniminin da yiksek duyarliiga sahip oldugu vurgu-
lanmaktadir?42528,

Sonug olarak bu calismada, diger calismalarda oldugu gibi, ishalli olgularda diski or-
neklerinin Microsporidia agisindan da degerlendirilmesi gerektigi kanisina varilmistir. Ru-
tin laboratuvarlarda ilk asamada CF boyama yonteminin kullanilmasi ve Microsporidia
stpheli 6rneklerin MTS ile dogrulanmasi, tanida duyarlilik ve givenilirligi artiracaktir.
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