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ÖZ

Mikrosporidian patojenler her yerde bulunabilen, omurgalı ve omurgasız konaklarda enfeksiyona 
neden olabilen, 144 cins altında 1200’den fazla türü tanımlanmış zorunlu hücre içi ökaryotik parazitlerdir. 
İnsanlarda patojen olarak tanımlanan 14 microsporidia türü arasında en sık saptananlar Enterocytozoon 
bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis olup gastrointestinal sistemde enfeksiyona yol açmaktadırlar. Bu 
etkenler, özellikle immün sistemi baskılanmış hastalarda kronik ishallerin yanı sıra, yaygın enfeksiyonlara 
neden olarak hayatı tehdit eden ağır klinik tablolar oluşturmaktadır. Microsporidia sporları çok küçük 
olduklarından, rutin dışkı incelemelerinde genellikle gözden kaçmaktadır. Bu nedenle tanıda moleküler 
yöntemler ve mümkünse transmisyon elektron mikroskopi altın standart olarak kullanılmaktadır. Bu 
yöntemlerin uygulanamadığı laboratuvarlarda ise, monoklonal antikorların kullanıldığı immünofl oresan 
antikor (IFA-MAbs) yöntemi, konvansiyonel yöntemlere üstünlüğü nedeniyle tercih edilebilir. Bu çalış-
mada, kemik iliği transplant (KİT) hastalarında E.intestinalis ve E.bieneusi varlığının IFA-MAbs yöntemi ile 
araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya, 147’sinde ishal şikayeti olan 200 KİT hastası (134’ü erkek, 66’sı 
kadın; yaş ortalaması: 43.2 ± 15.01 yıl) ile kontrol olarak 80 sağlıklı birey (43’ü erkek, 37’si kadın; yaş 
ortalaması: 31.9 ± 11.76 yıl) dahil edilmiştir. Tüm olguların dışkı örnekleri, konvansiyonel yöntemlerin 
(nativ-lugol ve modifi ye aside dirençli boyama) yanı sıra, ticari bir IFA-MAbs (Bordier Affi nity Products, 
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İsviçre) yöntemiyle de değerlendirilmiştir. Hastaların %25.5 (51/200)’inde E.intestinalis, %4 (8/200)’ünde 
E.bieneusi ve %9.5 (19/200)’inde her ikisi birden olmak üzere, toplam %39 (78/200)’unda pozitifl ik 
saptanmıştır. Bu oranlar kontrol grubu için sırasıyla, %5 (4/80), %2.5 (2/80), %3.8 (3/80) ve %11.3 
(9/80) olarak tespit edilmiştir. Hasta ve kontrol gruplarında saptanan pozitifl ik oranları arasındaki fark 
istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (%39’a karşı %11.3, p< 0.05). Hasta grubunda pozitif bulunan 
78 hastanın 67 (%85.9)’sinin ishalli olduğu izlenmiş; ishal varlığı ile parazit pozitifl iği arasında istatistiksel 
olarak anlamlı bir ilişkinin olduğu görülmüştür (p< 0.05). Sonuç olarak, KİT hastalarının yaşam kalitesini 
yükseltmek ve tedavi sürecindeki olumsuzlukları azaltmak için, bu hastaların, özellikle de gastrointestinal 
yakınması olanların düzenli aralıklarla E.intestinalis ve E.bieneusi açısından değerlendirilmesi gerektiği 
düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: Encephalitozoon intestinalis; Enterocytozoon bieneusi; kemik iliği transplantlı hasta; 
IFA-MAbs.

ABSTRACT

Microsporidian pathogens are obligatory intracellular eukaryotic parasites which can be found 
worldwide. They have been represented in 144 genera and more than 1200 species that may cause 
infections in both vertebrate and invertebrate hosts. Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon 
intestinalis are the most common species among 14 species of microsporidia identifi ed as human 
pathogens and they cause infections in the gastrointestinal tract. These species may also cause chronic 
diarrhea particularly in immunocompromised patients, as well as disseminated infections with severe 
clinical conditions which can be life-threatening. Since the spores of microsporidia are quite small-sized 
structures, they frequently may be overlooked in routine stool examinations. Therefore, molecular 
methods and transmission electron microscopy, if possible, are used as the gold standard methods in 
laboratory diagnosis. In laboratories in which those methods could not be applied, immunofl uorescence 
assay using monoclonal antibodies (IFA-MAbs) may be advantageous compared to conventional 
methods. The aim of this study was to investigate the presence of E.intestinalis and E.bieneusi in bone 
marrow transplant (BMT) patients by using IFA-MAbs method. A total of 200 BMT patients (134 male, 
66 female; mean age: 43.2 ± 15.01 years), of them 147 with diarrhea and 80 healthy subjects (43 male, 
37 female; mean age: 31.9 ± 11.76 years) as control group were included in the study. All of the stool 
samples were examined by a commercial IFA-MAbs (Bordier Affi nity Products, Switzerland) method 
as well as conventional (native-lugol and modifi ed acid-fast staining) methods. Of the patients 25.5% 
(51/200) were positive for E.intestinalis, 4% (8/200) for E.bieneusi and 9.5% (19/200) for both of them, 
giving a total positivity rate of 39% (78/200). Those rates were 5% (4/80), 2.5% (2/80), 3.8% (3/80) 
and 11.3% (9/80), respectively for control group. The difference between the patient and control groups 
in terms of positivity was found statistically signifi cant (39% vs 11.3%, p< 0.05). Among 78 positive BMT 
patients, 67 (85.9%) were suffering from diarrhea. The correlation between the presence of diarrhea and 
the presence of microsporidia was statistically signifi cant (p< 0.05). It was concluded that, BMT patients 
particularly those with gastrointestinal complaints, have to be evaluated for microsporidian pathogens 
regularly to improve quality of life and to decrease the problems during the treatment period.

Keywords: Encephalitozoon intestinalis; Enterocytozoon bieneusi bone marrow transplant patient; IFA-
MAbs.

GİRİŞ

Microsporidian patojenler omurgalı ve omurgasız geniş bir konak seçiciliği gösteren, 
1-20 μm ebatlarında spor oluşturan zorunlu hücre içi patojenlerdir. 19. yüzyılın ortalarına 
doğru ipek böceği yetiştiriciliğine büyük zarar veren biber hastalığının etkeni olarak bu-
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lunmuştur. Aynı zamanda bazı microsporidia türleri, bal arılarında, kabuklularda ve balık-
larda yaygın enfeksiyonlara sebep olarak arıcılık ve balıkçılık sektöründe önemli kayıplara 
sebep olmaktadır. Diğer taraftan microsporidia türleri, çekirge gibi böceklerin biyolojik 
kontrolünde yararlı olabilmektedir1,2. Bugüne kadar tanımlanmış 144 cins ve 1200’den 
fazla türü bulunmasına rağmen, 14 microsporidia türü insan için patojen olarak bilin-
mektedir. İnsan microsporidia enfeksiyonlarının %90’ından fazlasına ise Enterocytozoon 
bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis türleri neden olmaktadır1-4. Microsporidia genel-
likle, organ transplant alıcıları, kanserli veya HIV pozitif hastalar gibi immün yetmezlikli 
bireyler ile çocuklar, turistler, kontakt lens kullananlar ve yaşlılarda fırsatçı enfeksiyonlara 
neden olmaktadır. Bu hastalarda, sıklıkla inatçı, hayatı tehdit eden gastrointestinal semp-
tomların yanı sıra; göz, beyin, solunum yolları, karaciğer ve safra yolları tutulumu da 
olabilmektedir1-4.

Bu patojenlerin laboratuvar tanısında; dışkı, idrar, bronkoalveolar lavaj ve biyopsi ma-
teryalleri kullanılmaktadır. Rutin dışkı incelemelerinde, dışkıda bulunan sporların boyutla-
rının oldukça küçük olması nedeniyle gözden kaçmaktadır. Bu nedenle farklı tanı yöntem-
leri bulunmaktadır. Bu yöntemlerden en sık kullanılanları dışkı örneklerinin kalkofl or veya 
modifi ye trikrom boyaları ile boyanarak fl oresan ve ışık mikroskobunda incelenmesidir. 
Ancak bu yöntemlerle de, örnekler sadece microsporidia pozitif olarak değerlendirilmek-
te, tür tayini yapılamamaktadır. Transmisyon elektron mikroskopi (TEM) yöntemi tanıda 
altın standart olarak kabul edilmektedir3,5,6. Ancak zaman alıcı ve pahalı bir yöntemdir. 
Bazı microsporidian türlerine karşı monoklonal antikorlar geliştirilmiştir. Türe özgü yüzey 
molekülleri veya polar tübül yapısını tanıyan fl oresan işaretli bu monoklonal antikorlar, 
hasta örneğinde bulunan sporların duvarındaki proteinlere bağlanmakta ve fl oresan mik-
roskobunda sporlar parlak yeşil röfl e vermektedir. Birçok araştırmacı tarafından, bu yön-
temlerin yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip olduğu bildirilmektedir7-10. Bu çalışmada, 
kemik iliği transplant hastalarında Encephalitozoon intestinalis ve Enterocytozoon bieneusi 
prevalansının, monoklonal antikorların kullanıldığı immünofl oresan antikor (IFA-MAbs) 
yöntemiyle belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmaya, Erciyes Üniversitesi Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Kemik İliği ve Kök Hüc-
re Nakli Ünitesi’nde yatan, 200 kemik iliği transplant (KİT) hastası ile kontrol grubu olarak 
immün sistemi normal, sağlıklı 80 gönüllü dahil edildi. Bu çalışma, Erciyes Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Etik Kurul onayı (05.08.2010 tarih ve 2010/81 karar no) ile gerçekleştirildi. 
Çalışmaya alınan tüm katılımcılar bilgilendirilip yazılı onayları alındı. 

Dışkı örnekleri öncelikle nativ-lugol yöntemi ve modifi ye aside dirençli boyama yön-
temiyle incelendi. Sonrasında ise, E.bieneusi ve E.intestinalis’e özgül monoklonal antikor-
ların kullanıldığı ticari IFA-MAbs yöntemiyle (Bordier Affi nity Products, İsviçre) değerlen-
dirildi. Kit prosedürü üretici fi rma önerisine göre uygulandı ve fl oresan mikroskobunda 
450-490 dalga boylu fi ltrede incelendi.

Verilerin istatistiksel analizi için SPSS for Windows V.11.0 paket programı kullanılarak 
Fisher’s Exact Ki-kare testi uygulandı ve p< 0.05 değer i anlamlı kabul edildi.
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BULGULAR

Çalışmaya alınan KİT hastalarının 134’ü erkek, 66’sı kadın olup, yaş ortalaması 43.2 ± 
15.01 yıldır. Sağlıklı kontrol grubu ise, yaş ortalaması 31.9 ± 11.76 yıl olan, 43’ü erkek, 
37’si kadın bireyden oluşmaktadır. KİT hastalarının 147’sinde ishal şikayeti mevcuttur. 

İncelenen toplam 280 dışkı örneğinden 87 (%31.1)’si IFA-MAbs ile microsporidia açı-
sından pozitif bulunmuştur (Resim 1). Pozitifl iğin saptandığı hastaların 52 (%59.8)’si er-
kek, 35 (%40.2)’i kadın olup, cinsiyetler arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı değildir 
(p= 0.232). Hasta grubunda pozitif bulunan toplam 78 olgudan 67 (%85.9)’si ishallidir. 
İshal varlığı ile parazit pozitifl iği arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişkinin olduğu 
görülmüştür (p< 0.05). KİT hastalarında saptanan pozitifl ik oranı (%39.0), kontrol grubu 
(%11.3) ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmıştır (p< 0.05). 
Çalışmada elde edilen pozitifl ik oranlarının cinsiyet, çalışma grupları ve ishal durumuna 
göre dağılımı Tablo I’de verilmiştir.

Resim 1. IFA-MAbs ile tespit edilen Encephalitozoon intestinalis (A) ve Enterocytozoon bieneusi (B) sporları 
(1000x).

Tablo I. IFA-MAbs yöntemi ile elde edilen pozitifl ik oranlarının cinsiyet, çalışma grupları ve ishal durumuna 
göre dağılımı

E.intestinalis E.bieneusi E.intestinalis + E.bieneusi Toplam

n (%) n (%) n (%) n (%)

C
in

si
ye

t Erkek (n= 177) 33 (19.8) 7 (4) 10 (5.6) 52 (29.4)
Kadın (n= 103) 20 (19.4) 3 (3) 12 (11.7) 35 (34)
Toplam (n= 280) 55 (19.6) 10 (3.6) 22 (7.9) 87 (31.1)

Ç
al
ış

m
a 

G
ru

p
la

rı Hasta (n= 200) 51 (25.5) 8 (4) 19 (9.5) 78 (39.0)
Kontrol (n= 80) 4 (5.5) 2 (2.5) 3 (3.8) 9 (11.3)
Toplam (n= 280) 55 (19.6) 10 (3.6) 22 (7.9) 87 (31.1)

İs
ha

l 
du

ru
m

u Var (n= 147) 44 (29.9) 7 (4.8) 16 (10.9) 67 (45.6)
Yok (n= 53) 11 (20.8) 3 (5.7) 6 (11.3) 20 (37.7)
Toplam (n= 200) 55 (27.5) 10 (5) 22 (11) 87 (43.5)
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TARTIŞMA

Mikrosporidiyoz, başta HIV pozitif hastalar olmak üzere immün sistemi baskılanmış 
hastalarda kronik ishallerle ve bazen de hayatı tehdit eden ağır klinik tablolarla seyreden 
önemli bir halk sağlığı problemidir. Bu nedenle, microsporidian patojenler ile ilgili çalış-
malar genellikle immün yetmezliği olan hastalar üzerinde yoğunlaşmaktadır. Dünyanın 
farklı bölgelerinde, immün sistemi baskılanmış hastalarda yapılan çalışmalarda, %2.3 ile 
%42 arasında değişen geniş bir aralıkta pozitifl ik oranları bildirilmiştir11-19. Ülkemizde 
microsporidia prevalansı ile ilgili yapılan çalışmaların sayısı sınırlı olup, bu çalışmalar-
da genel olarak %5.6-10.9 arasında değişen oranlar bildirilmektedir20-25. Karaman ve 
arkadaşları22 kanserli 320 hastanın %10.9’unda; Türk23 yedi KİT ve üç onkoloji hasta-
sında; Karaman20 63 onkoloji hastasının %4’ünde; Yazar ve arkadaşları24 ise kanserli bir 
hastada microsporidia olgusu bildirmişlerdir. Bu çalışmalarda tanı amaçlı konvansiyonel 
yöntemler kullanılmış olup, hastalar sadece microsporidia pozitif olarak değerlendirilmiş, 
tür tayini ise yapılmamıştır. Hamamcı26 KİT’li hastaların %35’inde microsporidian türleri, 
%25’inde ise E.bieneusi tespit ettiğini bildirmiştir.

Çalışmamızda, birçok araştırmacı7-10 tarafından yüksek özgüllük ve duyarlılığa sahip 
olduğu bildirilen IFA-MAbs yöntemi kullanılmıştır. Cisse ve arkadaşları7, polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) yöntemi ile karşılaştırıldığında, IFA-MAbs’in duyarlılık ve özgüllüğünün 
%100 olduğunu bildirmişler; tür ayrımında PCR’dan daha hızlı ve daha ucuz olduğu 
için “altın standart” olarak kabul edilebileceğini vurgulamışlardır. Enriquez ve arkadaş-
ları8 Encephalitozoon türlerinde ekzospor ile reaksiyona giren 3B6 monoklonal antikoru-
nu kullanarak yaptıkları çalışmada, bu monoklonal antikorun 3 Encephalitozoon türünün 
tanımlanmasında etkili olduğunu, ayrıca bazı protozoonlar, microsporidian patojenler 
ve mantarlarla çapraz reaksiyon vermediğini rapor etmişlerdir. Bu araştırıcılar, yöntemin 
tek dezavantajının üç türü ayırt edememesi olduğunu da vurgulamışlardır8. Beckers ve 
arkadaşları9, E.intestinalis’e özgül monoklonal antikorların E.hellem ile çapraz reaksiyon 
vermediğini, ancak dışkıda bulunan bazı bakteri ve mayalarla çapraz reaksiyon verdiğini 
bildirmişlerdir. Morfolojik olarak bu yapılardan ayrılarak tanıya gidilebileceğini rapor et-
mişlerse de, diğer klinik örneklerde daha güvenilir sonuç alınabileceğini vurgulamışlardır. 
Al-Mekhlafi  ve arkadaşları10, modifi ye trikrom boyama (MTS) yöntemiyle microsporidia 
açısından 50’si pozitif, 50’si negatif bulunan toplam 100 dışkı örneğini, IFA yöntemi ile 
monoklonal antikorlar (anti-E.bieneusi ve anti-E.intestinalis) kullanarak değerlendirmişler-
dir. İncelenen örneklerin 42’sinde E.bieneusi, yedisinde E.intestinalis ve yedisinde de her 
ikisi için pozitifl ik saptanmış; çalışma sonucunda, MTS yöntemi ve IFA-MAbs arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir ilişkinin olduğu bildirilmiştir10. Bu araştırıcılar, Microspori-
dial sporların tanımlanmasında IFA-MAbs yönteminin duyarlılığını %98, özgüllüğünü ise 
%86 olarak vermişler; bu yöntemin, konvansiyonel tanı yöntemleri ile birlikte kullanılma-
sının duyarlılığı artıracağını vurgulamışlardır10. 

Bizim çalışmamızda, ticari bir IFA-MAbs kiti kullanılarak 200 KİT hastasının %25.5’inde 
E.intestinalis, %4’ünde E.bieneusi ve %9.5’inde her ikisi için olmak üzere, toplam %39’unda 
pozitifl ik saptanmış (Tablo I) ve bu oranlar kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde yüksek 
bulunmuştur (p> 0.05). Bu hastalarda microsporidian türlerin özellikle de Encephalitozoon 
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türlerinin, önemli gastrointestinal rahatsızlıkların yanı sıra, vücutta yaygın enfeksiyonlara 
da neden olabileceği unutulmamalıdır. Bu durum, hastanın hem yaşam kalitesini hem de 
tedavi sürecini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle KİT hastalarının, özellikle de gas-
trointestinal yakınmaları olanların düzenli aralıklarla microsporidian patojenler açısından 
değerlendirilmesi uygun olacaktır.

Çalışmamız ülkemizde yapılan diğer çalışmalar ile kıyaslandığında; tespit edilen 
pozitifl ik oranının diğer çalışmalarda elde edilenden farklı olduğu görülmüştür. Yüksek 
pozitifl ik içeren bu farkın sebeplerinden birisinin hasta popülasyonu ile ilgili olduğu 
düşünülmüştür. KİT hastaları ile ilgili yapılan sadece bir tez çalışmasına ulaşılabilmiş; 20 
hasta üzerinde PCR ile yapılan bu çalışmada %35 oranında pozitifl ik bildirilmiştir26. Söz 
konusu çalışmanın sonuçlarının bizim çalışmamızla paralellik gösterdiği görülmüştür. 
Hastalarımızda gastrointestinal yakınmaların bulunmasının da pozitifl ik oranını artırdığı 
düşünülmektedir. Literatürde KİT hastaları ile ilgili diğer çalışmalar ise, genellikle 
dünyanın değişik bölgelerinde olgu sunumları şeklindedir. Microsporidia tanısında her 
zaman bir takım sıkıntılar mevcuttur. Bu nedenle rRNA bölgesinden hazırlanan primer 
ve probların kullanıldığı gerek multipleks gerçek zamanlı PCR, gerekse prob bazlı gerçek 
zamanlı PCR yöntemlerinin %100 duyarlılık ve özgüllüğe sahip olduğu birçok araştırıcı 
tarafından bildirilmektedir. Aynı zamanda TEM yöntemi de birçok laboratuvarda altın 
standart olarak kullanılmaktadır. Bu iki yöntemin uygulanamadığı laboratuvarlarda, IFA-
MAbs yönteminin güvenle kullanılabileceği düşünülmüştür. Sonuç olarak, microsporidia 
türleri immün sistemi baskılanmış hastalarda ciddi klinik tablolara sebep olduğundan, bu 
hastaların özellikle de ishalin eşlik ettiği durumlarda microsporidia açısından değerlendi-
rilmesi uygun olacaktır.
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