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Zorunlu hiicre ici parazitler olan mikrosporidia tirleri, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
ciddi enfeksiyonlara yol acan en &nemli firsatci patojenlerdendir. insani enfekte eden 14 mikrosporidia
turl arasinda Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis en yaygin olanlaridir. Bu calismada,
kemoterapi alan kanserli hastalarda E.intestinalis ve E.bieneusi prevalansinin, immunofloresan antikor ve
konvansiyonel boyama yontemleri ile arastirimasi amaclanmistir. Calismaya, hastanemizin onkoloji ve
hematoloji kliniklerinde takip edilen 93 kanserli hasta (58 erkek, 35 kadin) ile kontrol olarak 30 (13 erkek,
17 kadin) saglkl gondilliiden alinan toplam 123 diski 6rnegi dahil edilmistir. Hastalarin 51 (%55)’inde
ishal sikayeti mevcuttur. Tim orneklerde E.intestinalis ve E.bieneusi varli§i, monoklonal antikorlarin
kullanildigi ticari bir immiinofloresan antikor yéntemi (IFA-MAb; Bordier Affinity Products, isvicre) ile
arastirilmis; ayrica 50 6rnek modifiye trikrom, aside direncli trikrom ve kalkoflor boyama yontemleri ile
de incelenmistir. IFA-MAb yontemi ile hastalarin 43 (%46.2)'tinde E.intestinalis, 9 (%9.7)'unda E.bieneusi
ve 13 (%14)’linde karisik enfeksiyon olmak tizere toplam 65 (%69.9) olguda pozitiflik saptanmig; kon-
trol grubunda ise 2 (%6.7) E.intestinalis, 1 (%3.3) E.bieneusi ve 2 (%6.7) karisik enfeksiyon olmak lizere
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toplam 5 (%16.7) pozitif sonug¢ alinmistir. Hasta ve kontrol grubunun pozitiflik oranlari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). ishalli hastalardan %68.6 (35/51)'sinin mikrosporidia
ile enfekte oldugu izlenmis; microsporidia pozitiflik orani ishali olan ve olmayan (%48.6) olgular arasinda
anlamli fark géstermistir (p< 0.05). Tiim yontemlerin birlikte uygulandigi 50 6rnek degerlendirildiginde;
microsporidia pozitiflik oranlari IFA-MAb yontemi ile %66 (n= 33), modifiye trikrom boyama ile %34
(n=17), aside direncli trikrom boyama ile %24 (n= 12) ve kalkoflor boyama ile %42 (n= 21) olarak
belirlenmistir. Bu veriler, mikrosporidia tanisinda konvansiyonel boyama yéntemleri ile birlikte IFA-MAb
yonteminin kullaniimasinin duyarlligi artiracagini géstermektedir. Sonug olarak ¢alismamizda, kemoter-
api alan kanserli hastalarda E.intestinalis ve E.bieneusi prevalansinin oldukca yiiksek (%69.9) oldugu
saptanmis; bu hastalarin dizenli olarak mikrosporidian patojenler acisindan taranmasinin uygun olacagi
distnulmusgtur.

Anahtar s6zciikler: Encephalitozoon intestinalis; Enterocytozoon bieneusi; mikrosporidia; immtin siipresif
hasta; tanu.

ABSTRACT

Microsporidia species are obligate intracellular parasites and constitute one of the most important
opportunistic pathogens that can cause severe infections especially in immunocompromised patients.
Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon intestinalis are the most common species among 14
microsporidia species identified as human pathogens. The aim of this study was to investigate the
prevalence of E.intestinalis and E.bieneusi in cancer patients under chemotherapy by immunofluorescent
antibody and conventional staining methods. A total of 123 stool samples obtained from 93 patients (58
male, 35 female) with cancer who were followed in oncology and hematology clinics of our hospital and
30 healthy volunteers (13 male, 17 female) were included in the study. Fifty-one (55%) of the patients
had complain of diarrhea. The presence of E.intestinalis and E.bieneusi were investigated by a commercial
immunofluorescence antibody test using monoclonal antibodies (IFA-MADbs; Bordier Affinity Products,
Switzerland) in all of the samples, and 50 of the samples were also investigated by modified trichrome,
acid-fast trichrome and calcofluor staining methods. A total of 65 (69.9%) patients were found positive
with IFA-MAbs method, including 43 (46.2%) E.intestinalis, 9 (9.7%) E.bieneusi and 13 (14%) mixed
infections. In the control group, 5 (16.7%) subjects were positive with IFA-MAbs method, including
2 (6.7%) E.intestinalis, 1 (3.3%) E.bieneusi and 2 (6.7%) mixed infections. The difference between the
positivity rate of the patient and control groups was statistically significant (p< 0.05). Of the patients
with diarrhea, 68.6% (35/51) were infected with microsporidia, and the difference between cases with
and without (48.6%) diarrhea was statistically significant (p< 0.05). When 50 samples in which all of the
methods could be performed were evaluated, the frequency of microsporidia were detected as follows;
66% (n= 33) with IFA-MADbs, 34% (n=17) with modified trichrome staining, 24% (n= 12) with acid-fast
trichrome staining and 42% (n= 21) with calcofluor staining methods. Our data indicated that the use
of IFA-MAbs method along with the conventional staining methods in diagnosis of microsporidia will
increase the sensitivity. As a conclusion, the prevalence of E.intestinalis and E.bieneusi in cancer patients
under chemotherapy was detected quite high (69.9%) in our study, it would be appropriate to screen
these patients regularly in terms of microsporidian pathogens.

Keywords: Encephalitozoon intestinalis; Enterocytozoon bieneusi; microsporidia; immunocompromised
patient; diagnosis.

GiRiS
Mikrosporidia tirleri, omurgali ve omurgasiz konaklari enfekte edebilen zorunlu
hiicre ici parazitler olup, ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda hayati tehdit
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eden enfeksiyona yol acan en 6nemli firsat¢i patojenlerden biri olarak kabul edil-
mektedir. insanda patojen olarak 14 mikrosporidia tiirii tanimlanmistir ve bu tiirler
arasinda Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis en yaygin olanlaridir'.
Mikrosporidialarin en tipik evresi, kiicik (1.5-2 ym), Gram ile pozitif boyanan sporlari-
dir. Cevre kosullarina oldukca dayanikli olan ve dig ortamda uzun sire enfektif kalabilen
mikrosporidia sporlari; solunum, direkt temas, cinsel temas (Encephalitozoon hellem),
kontamine yiyecek ve iceceklerle bulasabilmektedir'-2.

Mikrosporidia enfeksiyonlarinin tanisinda en 6nemli 6rnek diski olmakla beraber,
idrar, duodenal aspirasyon materyali, balgam, bronkoalveoler lavaj sivisi, beyin omu-
rilik sivisi ve konjunktival siiriintii de kullanilabilir'-2, Mikrosporidian patojenlerin tanisi,
bircok laboratuvarda klinik 6rneklerin farkli yontemler ile boyanarak 1sik veya floresan
mikroskobunda degerlendirilmesiyle yapilmaktadir. En ¢ok tercih edilen boyalar ara-
sinda; floresan boyalar (Kalkoflor beyazi, akridin turuncusu, Uvitex 2B), Giemsa, aside
direncli trikrom (acid-fast trichrome; AFT) ve modifiye trikrom (MTS) boyalari sayilabilir;
ancak bu klasik yontemlerle cins ve tir diizeyinde ayrim mimkin degildir. Son yillarda
E.bieneusi ve E.intestinalis tiirlerine karsi monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Tire 6zgi
ylizey molekiilleri veya polar tubil yapisini taniyan floresan isaretli bu monoklonal
antikorlar, hasta orneginde bulunan sporlarin duvar proteinlere baglanarak tiire 6zgdil
tanimlamaya olanak saglamaktadir>*. Bu yéntemler disinda; elektron mikroskobik ince-
leme, serolojik ve molekiiler yéntemler de kullanilmaktadir’.

Mikrosporidia enfeksiyonu en sik gastrointestinal ve safra yollar tutulumu gosterir
ve klinik genellikle hastanin immiin sisteminin durumuna ve enfeksiyon bolgesine gore
degisir. Enfeksiyonlarin tedavisi, bu parazitlerin hiicre ici olmalari ve sporlarinin dogal
direnci nedeniyle olduk¢ca zordur. Mikrosporidian patojenler, immdin supresif tedavi
alan kanserli hastalarda ciddi enfeksiyonlar olusturabilmekte ve cesitli komplikasyonlara
neden olarak tedavi siirecini olumsuz etkileyebilmektedir®’. Bu calismada, kemoterapi
alan kanserli hastalarda E.intestinalis ve E.bieneusi prevalansinin, immuinofloresan antikor
ve konvansiyonel boyama yontemleri ile arastirlmasi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mehmet Kemal Dedeman Onkoloji
Hastanesi, Hematoloji ve Medikal Onkoloji kliniklerinde kanser tanisi ile takip edilen ve
kemoterapi uygulanan, 58 (62.4)'i erkek, 35 (%37.6)'i kadin olmak Ulzere toplam 93
hasta dahil edildi. Hastalarin 51’inde ishal sikayeti mevcuttu. Kontrol grubu olarak, kro-
nik rahatsizhgr ve gastrointestinal sikayeti olmayan, immun sistemi normal 13’G erkek,
17’si kadin olmak {izere toplam 30 saglkli géndillii alindi. Bu calisma, Erciyes Universitesi
Tip Fakultesi Etik Kurulu onayi (05.08.2010 tarih ve 2010/81 no’lu karar) ile gerceklesti-
rildi ve tim katihmcilar bilgilendirilerek aydinlatiimis onam formlari alind.

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan diski 6rnekleri, E.intestinalis ve E.bieneusi'ye
0zgul monoklonal antikorlarin kullanildigi ticari bir immunofloresan antikor (IFA-MAb)
ybéntemiyle (Bordier Affinity Products, isvicre) mikrosporidia acisindan degerlendirildi.
Kit prosediru uretici firma onerisine gore uygulandi ve floresan mikroskobunda 450-
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490 dalga boylu filtrede 1000x biyiitmede incelendi. Ayrica calismaya alinan 93 6rne-
gin 50'si MTS, AFT ve kalkoflor boyama yontemleri ile de degerlendirildi. MTS ve AFT
ile boyanan preparatlar 151k mikroskobunda 1000x buyttmede, kalkoflor ile boyanan
preparatlar ise floresan mikroskobunda 380-420 dalga boylu filtrede 1000x buyitmede
incelendi.

Verilerin istatistiksel analizi icin Portable IBM, SPSS Statistics v19 paket programinda
Fisher’s Exact X2 (ki-kare) testi uygulandi ve p< 0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, IFA-MAb yontemiyle kanserli hastalarin 65 (%69.9)'inde ve saghkli
kontrollerin 5 (%16.7)’inde olmak (izere toplam 70 (%56.9) olguda pozitiflik saptanmis-
tir (Tablo 1) (Resim 1). Hasta ve kontrol grubunun pozitiflik oranlari arasindaki fark ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Pozitif olgularin %60.3’U erkek, %52’si
ise kadin olup, cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml degildir (p= 0.234)
(Tablo 1). Mikrosporidia pozitifligi, ishal varligina gore degerlendirildiginde; ishalli olan
(57 hasta) ve olmayan (42 hasta, 30 kontrol) olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkin oldugu gorilmustir (%68.6’ya karsi %48.6; p= 0.021) (Tablo ).

IFA-MADb yontemi ile 33U pozitif, 17'si negatif toplam 50 hasta, konvansiyonel boya-
ma yontemleriyle incelenmis ve bunlarin 17’si MTS, 12'si AFT, 21'i ise kalkoflor boyama
(CFS) yontemi ile pozitif sonug vermistir (Tablo 1) (Resim 2). Tim boyama yontemlerinin
uygulandigi 50 6rnek dikkate alindiginda, IFA-MAD ile negatif bulunan 17 6rnegin 8’i
MTS ve CSF ile, bunlarin 5°i ise AFT ile pozitif bulunmustur (Tablo II).

Tablo I. IFA-MADb Yéontemiyle Elde Edilen Pozitiflik Oranlarinin Dagilimi

E.intestinalis + Toplam
E.intestinalis E.bieneusi E.bieneusi Sayi
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) (%)

Cinsiyet
Erkek (n=73) 27 (37) 6(8.2) 11 (15.1) 44 (60.3)
Kadin (n= 50) 18 (36) 4 (8) 4 (8) 26 (52)
Toplam (n=123) 45 (36.6) 10(8.1) 15(02.2) 70 (56.9)
Gruplar
Hasta (n=93) 43 (46.2) 9(9.7) 13 (14) 65 (69.9)
Kontrol (n=30) 2(6.7) 1(3.3) 2(6.7) 5(16.7)
Toplam (n=123) 45 (36.6) 10 (8.1) 15(12.2) 70 (56.9)
ishal durumu
Var (n=51) 25 (49) 4(7.8) 6(11.8) 35 (68.6)
Yok (n=72) 20 (27.8) 6(8.3) 9(12.5) 35 (48.6)
Toplam (n=123) 45 (36.6) 10 (8.1) 15(12.2) 70 (56.9)
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Resim 1. IFA-MAb yéntemiyle tespit edilen; A) Encephalitozoon intestinalis ve B) Enterocytozoon bieneusi
sporlari (1000x).

Tablo II. IFA-MAb ve Konvansiyonel Boyama Yéntemleri ile Alinan Sonuglarin Karsilastiriimasi (n= 50)

MTS pozitif AFT pozitif CFS pozitif
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
IFA-MAb  Pozitif (n= 33) 9 (18) 7 (14) 13 (26)
Negatif (n=17) 8 (16) 5(10) 8 (16)
Toplam 17 (34) 12 (24) 21 (42)

IFA-MAb: Monoklonal immiinofloresan antikor yontemi; MTS: Modifiye trikrom boyama; AFT: Aside direngli trikrom
boyama; CFS: Kalkoflor boyama.

TARTISMA

Mikrosporidiyozis, son yillarda immiin sistemi baskilanmis hastalarin artmasiyla hem
gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde giderek artis gosteren ve 6nemi gittikce artan
bir hastaliktir®. AIDS’li hastalarin yani sira, organ nakli yapilanlarda, cocuk ve yaslilarda
inatci ishal ve sistemik hastaliklarin nedeni olarak kabul edilmektedir®. Gastrointestinal
mikrosporidiyozisin tanisinda transmisyon elektron mikroskopi (TEM) altin standart ola-
rak kabul edilse de, 6zgulligu yiiksek olmakla birlikte duyarhhgr distiktir; ayrica emek-
yogun ve zaman alici bir yontemdir. Rutin klinik laboratuvarlarda tani icin farkh boyama
yontemleri kullanilmaktadir'®'!. Buna karsin son on yildir arastirma laboratuvarlarinda
teshis ve tir tespiti amaciyla molekiler yontemler kullanima girmis ve bu yéntemlerin
genotip tayini icin dnemli oldugu bildirilmistir''>'3. Ayrica bazi mikrosporidia tiirlerinin
tespitinde yuksek 6zgullik ve duyarlihga sahip oldugu bildirilen IFA-MAb yontemi de
diger yontemlerle birlikte kullaniimaktadir®* 13,

Cogu AIDS'li hastalar olmak tzere, immin sistemi baskilanmis hastalarda konvansi-
yonel tani yontemleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda, mikrosporidia pozitifligi, Glkelere
gore degismek lizere %2.3 ile %42 arasinda bildirilmektedir'*2°, Ancak bu calismalarda
tiir tayini yapilmamustir. Lono ve arkadaslari® ise, MTS yontemi ile, kemoterapi géren
kanser hastalarinin %21.9 (68/311)"u ile saglkh bireylerin %2.9 (5/173)’'unda mikros-
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Resim 2. A) Modifiye trikrom; B) Aside direncli trikrom ve C) Kalkoflor boyama yéntemleri ile tespit edilen
mikrosporidia sporlari (1000x).

poridia pozitifligi saptamislar; pozitif bulunan 6rnekleri 6zgil primerler kullanarak PCR
ile calistiklarinda, sadece ikisinde E.intestinalis, birinde ise E.hellem tespit etmislerdir.
Ulkemizde mikrosporidian patojenlerin prevalansi ile ilgili yapilan calismalarin sayisi
olduk¢a az olup; bu calismalarda saptanan mikrosporidia prevalansi %5.6 ile %10.9
arasinda degismektedir’-2'-24, Karaman ve arkadaslarinin’ kanserli 320 hastay degerlen-
dirdikleri cahsmada, farkl boyama yontemleri ile hastalarda %10.9, kontrol grubunda
ise %5.6 oraninda mikrosporidia saptanmig ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu rapor edilmistir. Ancak bu calismalarda’-?'-?* tani amacl konvansiyonel y6n-
temler kullanilmis olup, hastalar sadece mikrosporidia pozitif olarak degerlendirilmis,
tiir tayini ise yapiimamustir. Sivgin ve arkadaslan®® onkolojik tedavi géren bir hastada
E.intestinalis pozitifligi saptamiglar ve bu olgunun Tirkiye'de IFA-MADb ile belirlenen
ilk E.intestinalis olgusu oldugunu bildirmislerdir. Hamamci?® ise, kanserli hastalarin
%45’inde microsporidia pozitifligi tespit etmis, hastalarin %10’unda etkenin E.bieneusi
oldugunu bildirmistir.

Kemoterapi alan kanserli hastalarda E.intestinalis ve E.bieneusi prevalansinin arastirildi-
g1 bu calismada, IFA-MAb yontemi ile 93 hastanin %46.2'sinde E.intestinalis, %9.7'sinde
E.bieneusi ve %14'linde karisik olmak lizere toplam %69.9 (n= 65) oraninda mikrospo-
ridia pozitifligi saptanmistir. Kontrol grubunda (n= 30) ise bu oranlar sirasiyla; %6.7,
%3.3, %6.7 ve toplam olarak %16.7’dir (Tablo I). Calismamizda E.intestinalis’e daha sik
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rastlandigi dikkati cekmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin pozitiflik oranlari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p< 0.05) olup, beklenen bir sonug olan bu durum,
immun sistemi baskilanmis hastalarda mikrosporidia enfeksiyonlarinin énemini vurgu-
lamaktadir. Ulkemizde ve diinyada yapilan calismalarla kiyaslandiginda, calismamizda
saptanan yuksek pozitiflik oraninin ise; calismaya alinan hasta grubunun 6zelligi ve ayri-
ca cogunun gastrointestinal sikayetleri bulunan hastalardan (n= 51; %55) olusmasindan
kaynaklandigi dustintlmustir.

Epidemiyolojik calismalara bakildiginda, intestinal mikrosporidiozisin tanimlanmasinda
zorluklarin oldugu, boyama yontemlerinin yeterli olmadigi ve turlerin belirlenmesi icin
molekiiler yéntemlerin kullanilmasinin énemli oldugu bildiriimektedir*'31618_Alfa Cisse
ve arkadaslan®, PCR ydntemini altin standart olarak aldiklarinda IFA-MAb ydnteminin
6zgiilliik ve duyarliliginin %100 oldugunu ifade etmislerdir. Al-Mekhlafi ve arkadaglari*
da, MTS boyama yontemi ile mikrosporidia acisindan 50'si pozitif, 50'si negatif olarak
degerlendirilen toplam 100 digki 6rnegini IFA-MAb yontemi ile degerlendirmisler; 6rnekle-
rin 42'sinde E.bieneusi, yedisinde E.intestinalis ve yedisinde karigik enfeksiyonun oldugunu
bildirmislerdir. Bu arastiricilar, IFA-MAb yonteminin mikrosporidia tanisinda duyarlihgini
%98, 0zgulligini ise %86 olarak saptamislar, 6rneklerin konvansiyonel boyama yon-
temlerinin yaninda IFA-MAb yontemi ile de degerlendirilmesinin duyarliigi artiracagini
vurgulamiglardir®. Calismamizda, IFA-MAb yéntemi ile 33l pozitif, 17’si negatif bulunan
50 hasta 6rneginin MTS, AFT ve CFS boyama yontemleriyle incelenmesi sonunda; 17
(%34)'si MTS, 12 (%24)'si AFT ve 21 (%42)'i CFS ile pozitif olarak tespit edilmistir (Tablo
). IFA-MAD ile negatif bulunan 28 6rnekten 17’si konvansiyonel boyama yontemleri ile
incelendiginde, sekiz ornegin MTS ve CFS ile, bes 6rnegin ise AFT ile pozitif sonug verdigi
izlenmistir. Bu durumun; tiir ayrimi yapilamayan konvansiyonel yontemler ile E.intestinalis
ve E.bieneusi disinda diger mikrosporidia turlerinden, mikrosporidia-disi mikroorganiz-
malarin varligindan ve/veya karigikhiga yol acabilen artefaktlardan kaynaklanan yalanci
pozitiflik oldugu distntlmdstir. Dolayisiyla, tek baslarina uygulandigi zaman konvansiyo-
nel boyama yontemlerinin duyarhlik ve 6zgiilligi disik olabileceginden, mikrosporidia
tanisinin ek olarak IFA-MAb veya molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.

Calismamizda degerlendirilen toplam 123 olgu (93 hasta + 30 kontrol) dikkate alindi-
ginda, ishal sikayeti olan ve olmayan gruplarda mikrosporidia goriilmesi agisindan ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (%68.6'ya karsi %48.6; p< 0.05) (Tablo I).
Son yillarda firsatgl enterik patojenler arasinda dikkati ceken mikrosporidia, 6zellikle de
E.bieneusi ve Encephalitozoon spp. insanda ishal, kilo kaybi ve sistemik enfeksiyonlardan
sorumludur. Bu turler, immunokompetan kisilerde akut ve kendini sinirlayan ishallere
neden olurken, immiuin stpresif hastalarda ciddi ve oldurici ishal sebebi olabilmektedir.
Dolayisiyla, akut veya kronik gastrointestinal sikayetleri olan hastalarda, 6zellikle hastanin
immun sistemi baskilanmis ise mutlaka mikrosporidian patojenlerin arastirnlmasi gerek-
tigini disinmekteyiz. Sonug olarak ¢alismamizda, kemoterapi alan kanserli hastalarda
E.intestinalis ve E.bieneusi prevalansi %69.9 gibi oldukca yiiksek bir oranda saptanmis,
bu hastalarin diizenli olarak mikrosporidian patojenler acisindan taranmasinin, tedavi
stirecinin olumsuz yonde etkilenmemesi acisindan 6nemli oldugu kanisina variimgtir.
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