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Zorunlu hiicre ici paraziti olan Microsporidia, ilk kez 1857 yilinda Nageli tarafindan tanimlanmuistir.
Microsporidia filumunda 200 cins ve 1500 tiir bulunmaktadir. Microsporidia tiirlerinin bocekler, baliklar ve
memeliler gibi genis bir konak cesitliligi bulunmaktadir. Hayvanlar diginda insanlari da enfekte edebildigi
ve insanlarda hem semptomatik hem de asemptomatik olarak bulunabildigi gésterilmistir. insani enfekte
eden sekiz cins bulunmaktadir. Bu cinsler; Anncaliia (Brachiola, Nosema), Encephalitozoon, Entrocytozoon,
Microsporidium, Nosema, Pleistophora, Trachipleistophora ve Vittaforma'dir. insanlarda en sik enfeksiyon
olusturan tirler Encephalitozoon intestinalis ve Enterocytozoon bieneusi'dir. Bu calismada iki farkl kemi-
luminesans boya olan uvitex 2B ve calcoflour ile Microsporidia sikhginin belirlenmesi ve etken tirlerinin
molekiiler olarak tiplendirilmesi amaclanmistir. Bu amagla, 2012-2013 yillari arasinda Gazi Universitesi
Saghk Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari ile Ankara Numune Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen ishalli 200 hastanin digki 6rnekleri incelenmistir.
Diski 6rnekleri kemiluminesan boya olan uvitex 2B ve calcoflour yontemleriyle boyanmis ve floresan
mikroskobu ile degerlendirme sonucunda Microsporidia sikhgr %38.5 (77/200) olarak saptanmigstir. Kemi-
luminesans boya olan uvitex 2B ve calcoflour arasinda Microsporidia saptama acisindan istatistiksel olarak
miikemmel bir uyum oldugu belirlenmistir (Cohen’s kappa= 0.881). Uvitex 2B ile calcoflour'un mikros-
kop sahasindaki Microsporidia sporlarinin sayisal yogunluguna (az, ¢cok) ve sporlarin parlakliklarina (soluk,
parlak) gore uyumluluklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, iki boya arasinda sporlarin sayisal yo-
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gunlugunun saptanmasi agisindan orta diizeyde uyum belirlenirken (Cohen’s kappa= 0.354), sporlarin
parlakliklarinin belirlenmesi agisindan herhangi bir uyum saptanmamistir (Cohen’s Kappa= 0.001). Calis-
mada Microsporidia sikhidinin yas gruplar ve kliniklere gére dagiliminda anlamli bir fark belirlenmemistir
(p> 0.05). Cinsiyete gore ise Microsporidia sikiginin kadinlarda (%50) erkeklere (%30.8) gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir (p< 0.05). Uvitex 2B ve calcoflour boyalari ile Microsporidia pozitif saptanan 77
ornekte multipleks nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle cins ve tiir dizeyinde tanimla-
ma yapilmistir. Kemiluminesan boyalarla Microsporidia tespit edilen 77 izolatin multipleks nested PCR ile
yedisi (%9.1) E.bieneusi, 70 (%90.9)'i ise Encephalitozoon spp. olarak belirlenmistir. Microsporidia cinsleri
g6z oniine alindiginda yas, cinsiyet ve gonderilen kliniklere gére Microsporidia sikliginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (p> 0.05). Bu calismada 70 adet Encephalitozoon spp.’nin 44'l (%62.9)
E.intestinalis, 22'si (%31.4) E.cuniculi ve dordi ise (%5.7) E.hellem olarak belirlenmistir. Encephalitozoon
turlerinin yas, cinsiyet ve kliniklerine gore dagihminda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir
(p> 0.05). Microsporidia tanisinda ilk asamada diski 6rneklerinin kemiliiminesans boya olan uvitex 2B ve/
veya calcoflour boyama yontemleriyle incelenmesinin yararli olacagi sonucuna varilmig ve multipleks
nested PCR yénteminin cins ve tiir belirlenmesinde kullaniimasinin yararli oldugu gézlenmistir. Ulkemizde
digki 6rneklerinde Microsporidia prevalansinin molekiiler analizi ile ilgili az sayida calisma bulunmaktadir.
ishalli olgularda tedavi seceneklerinin degerlendirilmesi ve Microsporidia epidemiyolojisinin saptanmasi
icin molekiler yontemler daha sik kullaniimalidir.

Anahtar sézciikler: Microsporidia; Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon spp., ishal.
ABSTRACT

Microsporidia, obligate intracellular parasites, were first defined by Nageli in 1857. Microsporidia
phylum consists of 200 genus and 1500 species. They have a wide host spectrum including insects,
fish, and mammals. It has been shown that they may also infect humans and may be existed both in
symptomatic and asymptomatic forms. There are eight species infecting humans, which include Ann-
caliia (Brachiola, Nosema), Encephalitozoon, Entrocytozoon, Microsporidium, Nosema, Pleistophora, Trac-
hipleistophor, and Vittaforma. The species most commonly infect humans are Encephalitozoon intestinalis
and Enterocytozoon bieneusi. The aim of this study was to determine the prevalence of Microsporidia by
using two different chemiluminescence stains, namely uvitex 2B and calcoflour and detect species by
molecular analysis in diarrheal patients. For this purpose, we studied stool samples of 200 patients with
diarrhea sent to Gazi University Health Practice and Research Hospital, Microbiology Laboratory and
Ankara Numune Training and Research Hospital Microbiology Laboratory between 2012-2013. The stool
samples were stained with chemiluminescent stains uvitex 2B and calcoflour methods; the Microsporidia
prevalence was found to be 38% (77/200) by fluorescent microscopic examination. Statistically an ex-
cellent consistency was found between the chemiluminescent stains uvitex 2B and calcoflour (Cohen’s
kappa= 0.881). A statistical analysis for the consistency of uvitex 2B and calcoflour in terms of numerical
density (low, high) and luminescence of spores (dim, bright) showed a moderate consistency between
the two stains with respect to determining numerical density of spores (Cohen'’s kappa= 0.354), while
there was no consistency in terms of luminescence of spores (Cohen’s Kappa= 0.001). No significant
difference was found between the Microsporidia prevalence with respect to age group or clinics (p >
0.05). A sex-based analysis showed that Microsporidia prevalence was more common in women (50%)
than men (30.8%) (p< 0.05). In 77 samples that were detected positive for Microsporidia with uvitex
2B and calcoflour stains determination of genus and species level were done by using multiplex nested
polymerase chain reaction (PCR) method. With this technique, seven (9.1%) of 77 isolates were detected
as E.bieneusi, and 70 (90.9%) as Encephalitozoon spp. When the Microsporidia genus was considered,
the Microsporidia prevalence did not show differences with respect to age, sex, and referring clinics (p>
0.05). In our study 44 (62.9%) of 70 Encephalitozoon spp. were E.intestinalis, 22 (31.4%) were E.cuniculi,
and 4 (5.7%) were E. hellem. No statistical difference was found in the distribution of Encephalitozoon
spp. with age, sex, and referring clinic (p> 0.05). We concluded that examination of stool samples with
the chemiluminescent stain uvitex 2B and/or calcoflour would be useful for the initial stage of Microspo-
ridia diagnosis; furthermore, the multiplex nested PCR method was considered useful for determination
of genus and species. In our country, there is a small number of molecular reports about Microsporidia
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prevalence in stool samples. Molecular methods should be used more commonly for the evaluation of
treatment options in diarrheal patients and detection of Microsporidia epidemiology.

Keywords: Microsporidia; Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon spp.; diarrhea.
GIRi$

ilk defa ipek bocegi ve bal arilarinin patojeni olarak yaklasik 150 yil kadar énce tanim-
lanan Microsporidia‘lar, dogada yaygin olarak bulunmakta ve hemen hemen tim ver-
tebrall ve vertebrasiz konaklari enfekte edebilmektedirler. Microsporidia filumu 6nceden
“ilkel protozoonlar” olarak tanimlanirken molekiiler filogenetik analizlerde mantarlarla
iliskili oldugu saptanmustir’-2. Tek hiicreli, sporlu, hiicre ici paraziti olan Microsporidia
tiirleri 1.0-3.0 um x 1.5-4.0 um boyutlarinda kiiciik canlilardir®>. Giiniimiize kadar Mic-
rosporidia filumunun 200’den fazla cinsi ve 1500’den fazla tiiri tanimlanmustir. insan-
larda sekiz cinse ait 14 tiiriin cesitli enfeksiyonlara neden oldugu belirtilmektedir®. En
stk gorilen klinik tablo ishal olup etken olarak Encephalitozoon tirleri (Encephalitozoon
intestinalis, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon cuniculi) ve Enterocytozoon bieneusi
izole edilmektedir>.

Microsporidia genellikle insan immunyetmezlik virisi (HIV) ile enfekte olgularda,
transplantasyon hastalarinda, kemoterapi alanlarda, kronik otoimmiin hastaliklarla iligkili
immuinyetmezlik olgularinda oldugu gibi immiin sistemi yetersiz bireylerde firsatci en-
feksiyonlara neden olmakla birlikte, immiin yeterli bireylerde de kendini sinirlayan veya
asemptomatik olarak seyreden enfeksiyonlar olarak gériilmektedir®.

Microsporidia enfeksiyonlarinin kaynadi tam olarak belirlenememis olsa da insanlari
enfekte eden tirlerin genotipleriyle evcil, ciftlik ve dogadaki hayvanlardan izole edilen-
lerle benzer olmasi, Microsporidia enfeksiyonunun zoonotik hastalik olarak dugtintlmesini
desteklemektedir>®. Bununla birlikte sporlarla kontamine besin ve sularin tiiketiimesinin
bulasta baslica rol oynadigi da ileri siiriilmektedir”~'°.

Microsporidia tanisinda elektron mikroskobu, modifiye trikrom boyama, kitinli spor
duvarini hedefleyen floresan boyalar (calcoflour white, uvitex 2B), histokimyasal incele-
meler, immiinfloresan antikor yontemi ve son yillarda yayginlasan molekiler yontemler
kullanilmaktadir3.

Bu calismada, gastrointestinal sikayetleri nedeniyle diski incelemesi icin gonderilen
toplam 200 ishalli digki 6rneginde Microsporidia sikhginin saptanmasi ve tirlerinin mole-
kiler yontemlerle belirlenmesi amacglanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 26.08.2010 ve
Karar No: 14).

Gazi Universitesi Saglk Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyolo-
ji Laboratuvari’'na ve Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Aralik 2011-Ocak 2013 tarihleri arasinda gastrointestinal sikayetleri ne-
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deniyle diski incelemesi icin gonderilen toplam 200 ishalli digki 6rnegi calismaya dabhil
edildi. Her érnek icin formol-eter coklastirma yéntemi uygulandi'!. Coklastirma yapilan
ornekler + 4°C’de uvitex 2B ve calcoflour boyama yontemi yapilincaya kadar sakland.
Uvitex 2B ve calcoflour boyama yontemi icin lama yayilan 6rnekler kurutulduktan sonra
metil alkol ile 10 dakika suireyle tespit edildi.

Calcoflour boyama icin “Fluorescent Brightener 28” (Sigma, Almanya), %0.1’lik ola-
rak “phosphate buffered saline (PBS)” tablet (Oxoid, Isvicre) ile sulandirilarak hazirlandi.
Evan’s mavisi (Sigma, Almanya) ise %5’lik olarak PBS ile sulandirlarak hazirlandi. Calcof-
luor boyama, sirasiyla 3 dakika calcofluor ile boyama, 1-2 sn distile su ile yikama, 30 sn
Evan’s mavisi ile boyama ve 1-2 sn distile su ile yikama basamaklar seklinde uygulan-
di'#13, Uvitex 2B boyama icin ise; uvitex 2B (Polysciences Inc., ingiltere), %1’lik Evan’s
mavisi ise 9%0.5’lik olarak PBS ile sulandirilarak hazirlandi. Uvitex 2B boyama, sirasiyla 10
dakika uvitex 2B ile boyama, 1-2 sn PBS ile ylkama, 1 dakika Evan’s mavisi ile boyama
ve 1-2 sn PBS ile yikama basamaklan seklinde uygulandi. Preparatlar kuruduktan sonra
immersiyon yag ile floresan mikroskopta 395-415 nm dalga boyunda x100’liik objektifle
incelendi'?'3, Tiir tayini yapabilmek icin boyama yéntemleri ile Microsporidia spp. sapta-
nan orneklerin -20°C’de saklanan alikotlanmig diskilarindan ticari kit kullanilarak (Qiagen
Mini Stool Kit, Almanya) DNA izolasyonu yapildi. Bu amacla 2 ml’lik ependorflara 180-
220 mg diski konularak, tizerine 200 pl PBS eklendi ve 20 pl (1.5 U/ul) zymolase (Seika-
gaku Bio Busines, Japonya) eklendikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu islem
sonrasinda uretici firmanin onerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

Elde edilen DNA orneklerinden E.bieneusii ve Encephalitozoon tirlerinin belirlenmesi
multipleks nested PCR yontemiyle yapildi. Bu amacla kullanilan oligoniikleotit primer
dizileri Tablo I'de sunuldu'*13,

Multipleks nested PCR yonteminde ilk dongliide MSP-1, MSP-2A, MSP-2B primerleri
kullanilirken, ikinci donglide ise MSP-3, MSP-4A, MSP-4B primerleri kullanildi ve Katz-
winkel-Wladarsch ve arkadaslarinin tanimladigi 1si dongii programlariyla ve karisim ice-
rigiyle DNA cogaltildi™,

Tablo I. Enterocytozoon bieneusii ve Encephalitozoon Tiirlerinin Belirlenmesi icin Multipleks Nested PCR
Yonteminde Kullanilan Oligoniikleotit Primer Dizileri

Primer adi Primer dizileri

MSP-1 5'-TGAATGKGTCCCTGT-3'

MSP-2A 5'-TCACTCGCCGCTACT-3’

MSP-2B 5'-GTTCATTCGCACTACT-3'

MSP-3 5'-GGAATTCACACCGCCCGTCRYTAT-3’
MSP-4A 5'-CCAAGCTTATGCTTAAGTYMAARGGGT-3’
MSP-4B 5'-CCAAGCTTATGCTTAAGTCCAGGGAG-3'
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Multipleks nested PCR sonrasinda ¢ogaltilan trinler, yiikleme tamponu ile karistiril-
diktan sonra %1.5'lik agaroz jele yuklendi. Etidyum bromur (2 pl/ml) iceren 1 x Tris-
Borik asit-EDTA tamponunda 15 dakika bekletildikten sonra amplikon buyukliklerine
gore E.bieneusi icin 500 bp, E.intestinalis icin 300 bp, E.cuniculiicin 310 bp, E.hellem icin
ise 320 bp uzunlukta gézlenen bantlar goriintilendi.

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi. iki
farkl kemiluminesans boya uyumlulugu Cohen'’s Kappa testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 200 olgunun 80(%40)’i kadin, 120(%60)’si erkek hastalardan
olusmustur. Hastalarin 0-87 yas araliginda oldugu saptanmustir. Ornekler 35 farkli klinik-
ten gonderilmistir ancak istatistiksel analiz yontemlerinin uygulanabilmesi icin 35 klinik;
dahili bilimler (n= 130, %65), cerrahi bilimler (n= 15, %7.5) ve pediatri poliklinigi (n= 55,
%27.5) olmak lizere t¢ bolimde gruplandinlimistir. Bu gerekge ile olgular tg¢ farkh yas
grubuna ayriimis ve yas gruplari; 0-18, 19-45 ve 45 yas Uzeri olarak belirlenmistir. Buna
gore, 0-18 yas araliginda 64 (%32), 19-45 yas aralifinda 64 (%32), 45 yas lzerinde 72
(%36) olgu yer almistir.

Kadinlarin %50’sinde erkeklerin %30.8'sinde Microsporidia pozitifli§i belirlenmis ve ka-
dinlardaki Microsporidia sikiginin yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Yate’s duizeltmeli ki-kare testi, p< 0.05).

Yas gruplarina gore Microsporidia sikhg degerlendirildiginde; 0-18 yas araliginda
%39.7, 19-45 yas araliginda %38.5, 45 yas ve Uzerinde %37.5 olarak belirlenmis ve yas
gruplarina gore Microsporidia pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark sap-
tanmamustir (Pearson ki-kare testi, p> 0.05).

Klinik servislere gore Microsporidia saptanma sikligi degerlendirildiginde; dahili bilim-
lerden gonderilen 130 hastanin %36.2'sinde, cerrahi bilimlerden génderilen 15 hastanin
7 (%46.7)'sinde ve pediatri polikliniginden gonderilen 55 hastanin %41.8’inde pozitiflik
saptanmius, klinik gruplara gore Microsporidia pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlam-
I bir fark belirlenmemistir (Pearson ki-kare testi, p> 0.05).

Calismamizda cinsiyet, yas ve klinik gruplara gore E.bieneusi ve Encephalitozoon spp.
saptanmasi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Pearson ki-
kare testi, p> 0.05). Bununla birlikte, E.bieneusi saptanan ornek sayisi ¢cok az oldugu icin
bu konuda genelleme yapilmasi da mimkin olmamistir.

Diski 6rneklerinin uvitex 2B ve calcoflour boyalariyla hazirlanan preparatlarinin floresan
mikroskobuyla incelenmesinde, Microsporidia sporlari parlak turkuaz renkli sporlar sek-
linde gorilmiustir (Resim 1,2). Bazi preparatlarda sporun bir ucunda polar filamentten
dolay1 daha koyu boyanma oldugu tespit edilmistir (Resim 3).

iki farkli kemiluminesans boyama ile toplam 200 preparat degerlendirilmis ve uvitex
2B ile incelen 6rneklerin 76 (%38)’sinda, calcoflour beyazi ile 67 (%33.5)'sinde Micros-
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Resim 1. Uvitex 2B ile boyanan Microsporidia‘larin
gortintist.

Resim 2. Calcofluor beyazi ile boyanan Microsporidia’larin
goriintist.

Resim 3. Uvitex 2B ile polar tiipii belirgin boyanan
Microsporidia gértinttisci.
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poridia saptanmistir. Uvitex 2B boyama ydnteminin saptayip, calcoflour boyama yon-
teminin saptayamadigi 10 ornek, calcoflour boyama yonteminin saptayip, uvitex 2B
boyama yonteminin saptayamadigi bir ornek belirlenmistir. Her iki boya ile 66 ornekte
pozitiflik bulunmustur. iki kemiluminesans boyanin uyumuna bakildiginda calcoflour ile
uvitex 2B boyma yontemleri arasinda mikemmel bir uyum oldugu saptanmistir (Cohen’s
kappa= 0.881). Microsporidia yogunlugunu belirleme agisindan her iki boyama yontemi
arasindaki uyum dusuk-orta diizeyde (Cohen’s kappa= 0.354) saptanirken, parlakliklari
degerlendirildiginde aralarinda herhangi bir uyum olmadig: belirlenmistir (Cohen’s kap-
pa= 0.000). Uvitex 2B ile calcoflour boyasina gore daha parlak goriinti elde edildigi
saptanmistir (p< 0.05).

Her iki boyama yontemiyle incelenen 200 6rnegin 77 (%38.5)'sinde Microsporidia tes-
pit edilmistir. Tir ayrimini yapabilmek amaciyla multipleks nested PCR y&ntemi kullanil-
mig ve 77 6rnegin timi multipleks nested PCR ile tanimlanmistir. Buna gore 77 6rnegin
7 (%9.1)'si E.bieneusi, 70 (%90.9)'i Encephalitozoon spp. olarak belirlenmistir. Encepha-

Resim 4. Multipleks nested PCR ile E.bieneusi olarak tanimlanan
yedi 6rnedin agaroz jel gériintiisii (M: Molekiiler agirlik belirteci, E.b:
E.bieneusi pozitif kontrol).

"MEIECERT 234

I

Ji:lﬂhphl]hp]?ub‘ - D -

Resim 5. Encephalitozoon spp.’nin tiir dagiiminda; pozitif kontroller ile
Orneklerin agaroz jel gériintiisii (M: Molekdler adirlik belirteci, pozitif
kontroller; E.i: E.intestinalis, E.c: E.cuniculi, E.h: E.hellem, 6rnekler; 1= 320
bp (E.hellem), 2= 310 bp (E.cuniculi), 3, 4, 5, 6= 300 bp (E.intestinalis).

300bp
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litozoon spp. olarak tanimlanan orneklerin 44 (%62.9)'U E.intestinalis, 22 (%31.4)'si E.
cuniculi, 4 (%5.7)'U E.hellem olarak tanimlanmistir (Resim 4,5).

TARTISMA

Microsporidia enfeksiyonlari AIDS hastaligindan once insanlarda nadiren tanimlanir-
ken, 6zellikle son 20 yilda tani yontemlerinin gelismesiyle yalniz bagirsaklarda degil ayni
zamanda farkli organ ve dokularida tutabilen ve sistemik yayilimla seyreden enfeksiyon-
lari dikkat cekmeye baslamistir'®. Gerek HIV ile enfekte immiinyetmezligi olan olgularda
gerekse HIV ile enfekte olmayan ancak immiinyetmezligi olan olgularda (organ trans-
plant alicilari, diger malign hastalii olanlar, diyabetli olgular), cocuklarda, yasllarda,

bagisikhigi yeterli olan hastalarda enfeksiyonlara neden olmaktadir® 6.

ishal olgularinin yaklasik yarisinda etyolojik etken tanimlanamamaktadir. Microsporidia
turlerinde mevcut tani gugliikleri ve rutin laboratuvarlarda uygun testlerin olmamasi bu
durumda énemli rol oynamaktadir’.

Bagisikhigi yeterli olan olgularda Microsporidia enfeksiyonlarinin asemptomatik seyre-
den ve kendini sinirlayan enfeksiyonlar oldugu diistinilmekle birlikte, AIDS olgularinin
%30-70’inde ishal ataklarina neden olabildigi bildiriimektedir*.

iran’da AIDS, hematolojik malignansi, hemodiyaliz ve bébrek nakil olgularinin toplam
310 digki 6rneginde modifiye trikrom (Weber) yontemi ve multipleks nested PCR yon-
temi ile sirasiyla %30 ve %28.4 sikliginda Microsporidia pozitifligi saptanmistir. Micros-
poridia’larin %70.4'U E.bieneusi, %29.6'sI ise Encephalitozoon tirleri olarak belirlenmistir.
Encephalitozoon tirlerinin 19’u E.intestinalis, dordi E.hellem, licu E.cuniculi olarak tanim-
lanmigtir'”.

Diger bir calismada ise HIV pozitif olgularda %11.6 E.bieneusi pozitifligi saptanirken,
HIV negatif olgularda pozitiflik saptanamamustir'®. Baska bir calismada ise HIV pozitif
olgularda Microsporidia prevalansi %36 olarak belirlenmis, E.intestinalis tiiri baskin tr
olarak saptanmistir'®.

Hindistan’da multipleks nested PCR, modifiye trikrom boyama ve calcoflour boyama
yontemleriyle ishalli ve ishalsiz HIV pozitif olgular ile ishalli HIV negatif olgular ve saglk-
Il olgularda Microsporidia sikhg arastinldiginda, 395 olgunun diski 6rneginde modifiye
trikrom boyama yontemiyle %5.6, calcoflour beyazi boyama yontemiyle %24.8, PCR ile
%14.4 Microsporidia pozitifligi (E.intestinalis n= 40, E.bieneusi n=17) saptanmstir. Mic-
rosporidia varligi PCR yontemiyle HIV pozitif ishalli olgularda %30.4, HIV pozitif ishalsiz
olgularda %7.6, HIV negatif ishalli olgularda ise %12.7 olarak saptanmis, saghkh kisilerin
hicbirinde parazit belirlenememistir?®. Kahnduja ve arkadaslari?! ise HIV pozitif olgularda
Microsporidia pozitifligini saglikh kontrollere gére anlamli diizeyde yuksek olarak belirle-
misler ve sadece E.bieneusi saptadiklarini (%1.8), Encephalitozoon spp. belirlemediklerini
bildirmislerdir. Arastirmacilar Microsporidia pozitifliginin ishalli HIV pozitif olgularda daha
yaygin oldugunu belirlemislerdir.
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Weber modifiye trikrom boyama, calcoflour ve akridin oranj boyama yontemleriyle is-
halli olgularda %9.8 sikiginda Microsporidia pozitifligi belirledigimiz daha 6nceki calisma-
mizda, Microsporidia sikliginda erigkin ve cocuk yas grubu ile cinsiyet farklihigr acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Bununla birlikte, pratik bir yontem olan
calcoflour boyama yonteminin modifiye trikrom ile cok glicli seviyede tutarlilik gosterdi-
gi, duyarlilik ve 6zgiilligiiniin yiiksek oldugu belirlenmistir'2. Diger bir calismamizda ise,
modifiye trikrom, calcoflour ve uvitex 2B boyama yontemleriyle Microsporidia akut ishalli
olgularda %27, kronik ishalli olgularda %34.1 ve ilging olarak saghkli gondllilerde %45.5
sikhginda saptanmis, yine sasirtici olarak yas ilerledikce ve kati digkilarda pozitifligin arttig
gbzlenmistir' 3. Bu calismamizda ise kadinlarda Microsporidia pozitifligi daha yiiksek olarak
saptanirken (p< 0.05) yas gruplari arasinda bir fark belirlenmemistir.

Bagisikhigi yeterli, gastrointestinal sikayeti olan eriskinlerde modifiye trikrom ve calcof-
lour yontemleriyle %6.5 sikiginda Microsporidia saptanan bir calismada, yas ve cinsiyetle
iliskisi gosterilememis, klinik olarak dispepsi ile iliskisi oldugu belirlenmistir?2. Ayni calis-
mada gastrointestinal sikayeti olan bagisikigi yeterli cocuklarda ayni boyalara kullanilarak
%7.8 Microsporidia pozitifligi saptanmigtir?3.

Baska bir calismada gastrointestinal sikayetleri olan kanserli olgular ile kanserli olmayan
olgularda modifiye trikrom ve calcoflour boyama yontemleriyle Microsporidia pozitifligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p< 0.01)*,

Microsporidia tanisinda yaygin olarak kullanilan boyama tekniklerinin PCR yontemine
go6re duyarlihginin, 6zgllliginin ve tani etkinliginin daha disik oldugu, boyama yon-
temleriyle PCR uyumunun da orta diizeyde oldugu belirtiimektedir. Ayni zamanda PCR
yoéntemiyle Microsporidia tiirlerinin tanimlanmasi miimkiin olmaktadir?®. Diskida artefakt-
larin ve hiicre duvarinda bulunan kitin yapisi nedeniyle mayalarin calcoflour ile boyanma
ozelliklerinin olmasi yanlis pozitifliin ve negatifligin sebebi olabilmektedir?>.

Boyama yontemlerinin diigiik duyarllik ve 6zgdilliikte olmasi ve tecriibe gerektirmesi
nedeniyle daha pratik olan imminfloresan antikor (IFA) yonteminin RFLP-PCR ile karsi-
lastirildigi bir calismada, IFA yonteminin Microsporidia tanisini %95.2 duyarlilik ve %100
ozglilliikle gerceklestirdigi saptanmistir. Bu yontem pratik olmasi ve yogun tecriibe ge-
rektirmemesine ragmen, duisiik bitgeli ve floresan mikroskobu olmayan laboratuvarlarda
kullanim sansi bulmasi miimkiin olmamaktadir?®. Diger bir calismada IFA ydntemiyle ke-
mik iligi transplant alicilarinin %25.5inde E.intestinalis, %4'linde E.bieneusi ve %9.5'inde
iki tiir birden olmak lizere, toplam %39’unda Microsporidia pozitifligi saptanmistir. Bu
oranlar saghkli kontrol grubu icin sirasiyla %5, %2.5, %3.8 ve %11.3 olarak tespit edil-
mistir. Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan pozitiflik oranlari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ayni calismada hasta grubunda pozitif bulunan 78 hastanin
67 (%85.9)'sinin ishalli oldugu izlenmis; ishal varhgi ile parazit pozitifligi arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir iligkinin oldugu gériilmistiir?’. Bizim calismamizda da tiim olgu-
lar ishalli olup Microsporidia pozitifligimiz %38.5 gibi yliksek bir oran olarak belirlenmistir.
Bu sonuc diger calismalarda oldugu gibi ishalle Microsporidia iliskisini ortaya koymaktadir.
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Kemoterapi alan kanserli olgularda da IFA-MAb yontemi ile hastalarin 43 (%46.2)'linde.
E.intestinalis, 9 (%9.7)'unda E.bieneusi ve 13 (%14)'linde karisik enfeksiyon olmak Gzere
toplam 65 (%69.9) olguda pozitiflik saptanmis; kontrol grubunda ise 2 (%6.7) E.intestina-
lis, 1 (%3.3) E.bieneusi ve 2 (%6.7) karisik enfeksiyon olmak tizere toplam 5 (%16.7) pozi-
tif sonug alinmistir. Hasta ve kontrol grubunun pozitiflik oranlar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). ishalli hastalardan %68.6 (35/51)'sinin Microspori-
dia ile enfekte oldugu izlenmis; Microsporidia pozitiflik orani ishali olan ve olmayan olgular
arasinda anlamli fark gosterilmistir (p< 0.05). Tim yontemlerin birlikte uygulandigr 50
ornek 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 calcoflour boyama ile %42 (n= 21) olarak belirlenmistir?®.

Calismamizda calcoflour ve uvitex 2B’nin kullanildigi her iki boyama yontemiyle ince-
lenen 200 o6rnegin 77 (%38.5)'sinde Microsporidia tespit edilmistir. Tir ayrimini yapabil-
mek amaciyla multipleks nested PCR yontemi kullanilmis ve 77 6rnegin timua multipleks
nested PCR ile tanimlanmigstir. Buna gore 77 6rnegin 7 (%9.1)’si E.bieneusi, 70 (%90.9)’i
Encephalitozoon spp. olarak belirlenmistir. Encephalitozoon spp. olarak tanimlanan 6rnek-
lerin 44 (%62.9)'U E.intestinalis, 22 (%31.4)'si E.cuniculi, 4 (%5.7)'G E.hellem olarak ta-
nimlanmistir.

Pakistan’da tir spesifik primerlerle yapilan PCR ve sonrasinda DNA dizi analizi ile kro-
nik ishalli olgularda %35, hepatoseliler karsinomlularda %17 ve saglkh olgularda %1.4
sikhginda E.intestinalis belirlenmis, olgularin hicbirinde E.bieneusi tespit edilmemistir?®.
Bu sonug bizim de Microsporidia tiirleri icinde E.bieneusi'nin az sayida saptanmasi bulgu-
suyla uyumluluk gostermektedir. ilging olarak bu durumla celisecek sekilde Malezya’da
sosyoekonomik dizeyi dislk, sanitasyon kosullan yetersiz bolgede yasayan bagisikli-
g1 yeterli bireylerde PCR ile E.bieneusi %3.8 sikliginda saptanmis, 6rneklerin hicbirinde
E.intestinalis belirlenememistir3C.

Cinsiyetler arasinda Microsporidia pozitifliginin saptanmasi acisindan istatistiksel olarak
fark saptanmayan calismalar bulunmasina ragmen calismamizda Microsporidia pozitifligi
kadinlarda erkeklerden anlamli olarak daha yiiksek belirlenmistir (p< 0.05)?”-?8, Ashikin
ve arkadaslari®® ise E.bieneusi pozitifligini erkeklerde (%5.12), kadinlardan (%2.66) daha
yuksek olarak belirlerken, calismada yalnizca E.bieneusi turi arastiriimis ve kati diskilarda
pozitifligin daha sik oldugunu saptanmistir.

Diski 6rneklerinden DNA izolasyonunda o6zellikle Microsporidia spor duvarinin etkili
bir sekilde parcalanmasi DNA eldesinde 6nemli bir asamayi olusturmaktadir. Bu konuda
standart bir ySntem bulunmamasi calismalarin karsilastirlmasinda zorluk yaratmaktadir®'.
Farkli prevalans sonuclarinin alinmasi ve tir dagilimindaki degiskenlik; farkli cografik bol-
gelerde yapilan calismalar, kullanilan yontemler, secilen primerler, bazi calismalarda yalniz
E.bieneusi ve E.intestinalis'in arastirilmasi, calismaya alinan digski 6rneklerinin ishalli olup
olmamasi, calismaya dahil edilen olgularin klinik 6zellikleri nedeniyle farklik gostermek-
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tedir. Calismalar immiunyetmezlikli olgularin yaninda bagisik olgularda da Microsporidia
tiirlerinin ishal etkeni olabilecegini géstermektedir'?'3:30,

Sonug olarak, bu calismada ishalli digki 6rneklerinde Microsporidia tanisinda kemilu-
minesans boya olan uvitex 2B ve/veya calcoflour boyama yontemlerinin pratik ve hiz-
Il olmasi nedeniyle ilk tarama testi olarak kullanilmasinin faydali olacagi ve multipleks
nested PCR yonteminin cins ve tir belirlenmesinde yararli oldugu sonucuna variimistir.
Ulkemizde insanlarda Microsporidia sikhdi ile ilgili az sayida calisma bulunmaktadir. Yapi-
lan calismalarda genellikle mikroskobik yéntemler kullaniimistir'?13:22.23.27.28 By calisma,
Ulkemizde ishalli olgularda multipleks nested PCR ile Microsporidia tir tayininin yapildigi
ilk cahismadir. Tani ve tedavi seceneklerinin belirlenmesi ve Microsporidia epidemiyolojisi
acisindan tirlerin tespiti icin molekiler yontemlerin yayginlasmasi gerekmektedir.
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