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Mikrosporidian patojenler her yerde bulunabilen, omurgali ve omurgasiz konaklarda enfeksiyona
neden olabilen, 144 cins altinda 1200’den fazla tiirii tanimlanmis zorunlu hiicre ici 6karyotik parazitlerdir.
insanlarda patojen olarak tanimlanan 14 microsporidia tiirii arasinda en sik saptananlar Enterocytozoon
bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis olup gastrointestinal sistemde enfeksiyona yol acmaktadirlar. Bu
etkenler, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda kronik ishallerin yani sira, yaygin enfeksiyonlara
neden olarak hayati tehdit eden agir klinik tablolar olusturmaktadir. Microsporidia sporlar ¢ok kiigtik
olduklarindan, rutin digki incelemelerinde genellikle gézden kagmaktadir. Bu nedenle tanida molekiiler
yontemler ve mimkiinse transmisyon elektron mikroskopi altin standart olarak kullaniimaktadir. Bu
yontemlerin uygulanamadigi laboratuvarlarda ise, monoklonal antikorlarin kullanildigi immiinofloresan
antikor (IFA-MAbs) yontemi, konvansiyonel yontemlere istiinligl nedeniyle tercih edilebilir. Bu calis-
mada, kemik iligi transplant (KiT) hastalarinda E.intestinalis ve E.bieneusi varliginin IFA-MAbs y&ntemi ile
arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya, 147’sinde ishal sikayeti olan 200 KiT hastasi (134/U erkek, 66'si
kadin; yas ortalamasi: 43.2 + 15.01 yil) ile kontrol olarak 80 saglkli birey (43'G erkek, 37’si kadin; yas
ortalamasi: 31.9 = 11.76 yil) dahil edilmistir. Tim olgularin diski 6rnekleri, konvansiyonel yontemlerin
(nativ-lugol ve modifiye aside direncli boyama) yani sira, ticari bir IFA-MAbs (Bordier Affinity Products,
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isvicre) yontemiyle de degerlendirilmistir. Hastalarin %25.5 (51/200)inde E.intestinalis, %4 (8/200)'iinde
E.bieneusi ve %9.5 (19/200)'inde her ikisi birden olmak tzere, toplam %39 (78/200)'unda pozitiflik
saptanmistir. Bu oranlar kontrol grubu icin sirasiyla, %5 (4/80), %2.5 (2/80), %3.8 (3/80) ve %11.3
(9/80) olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan pozitiflik oranlar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (%39’a karsi %11.3, p< 0.05). Hasta grubunda pozitif bulunan
78 hastanin 67 (%85.9)'sinin ishalli oldugu izlenmis; ishal varligi ile parazit pozitifligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliskinin oldugu gériilmstir (p< 0.05). Sonug olarak, KiT hastalarinin yasam kalitesini
yuikseltmek ve tedavi stirecindeki olumsuzluklari azaltmak icin, bu hastalarin, 6zellikle de gastrointestinal
yakinmasi olanlarin dizenli araliklarla E.intestinalis ve E.bieneusi agisindan degerlendirilmesi gerektigi
distnilmustar.

Anahtar sézciikler: Encephalitozoon intestinalis; Enterocytozoon bieneusi; kemik iligi transplantl 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 identified 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, immunofluorescence
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 Affinity Products, Switzerland) method
as well as conventional (native-lugol and modified 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 significant (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 significant (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-
MADs.

GiRis
Microsporidian patojenler omurgall ve omurgasiz genis bir konak seciciligi gosteren,

1-20 ym ebatlarinda spor olusturan zorunlu hicre ici patojenlerdir. 19. yuzyilin ortalarina
dogru ipek bocegi yetistiriciligine buylk zarar veren biber hastaliginin etkeni olarak bu-
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lunmustur. Ayni zamanda bazi microsporidia tirleri, bal arilarinda, kabuklularda ve balik-
larda yaygin enfeksiyonlara sebep olarak aricilik ve balik¢ilik sektoriinde énemli kayiplara
sebep olmaktadir. Diger taraftan microsporidia tirleri, cekirge gibi boceklerin biyolojik
kontroliinde yararli olabilmektedir'2. Bugiine kadar tanimlanmis 144 cins ve 1200’den
fazla tird bulunmasina ragmen, 14 microsporidia turl insan icin patojen olarak bilin-
mektedir. insan microsporidia enfeksiyonlarinin %90’indan fazlasina ise Enterocytozoon
bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis tiirleri neden olmaktadir'. Microsporidia genel-
likle, organ transplant alicilari, kanserli veya HIV pozitif hastalar gibi immiin yetmezlikli
bireyler ile cocuklar, turistler, kontakt lens kullananlar ve yaslilarda firsat¢i enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Bu hastalarda, siklikla inatgi, hayati tehdit eden gastrointestinal semp-
tomlarin yani sira; g6z, beyin, solunum yollari, karaciger ve safra yollari tutulumu da
olabilmektedir'.

Bu patojenlerin laboratuvar tanisinda; digki, idrar, bronkoalveolar lavaj ve biyopsi ma-
teryalleri kullanilmaktadir. Rutin digki incelemelerinde, digkida bulunan sporlarin boyutla-
rinin oldukca kiiciik olmasi nedeniyle gozden kagmaktadir. Bu nedenle farkli tani yontem-
leri bulunmaktadir. Bu yontemlerden en sik kullanilanlari diski 6rneklerinin kalkoflor veya
modifiye trikrom boyalari ile boyanarak floresan ve 1sik mikroskobunda incelenmesidir.
Ancak bu yontemlerle de, 6rnekler sadece microsporidia pozitif olarak degerlendirilmek-
te, tlr tayini yapilamamaktadir. Transmisyon elektron mikroskopi (TEM) yontemi tanida
altin standart olarak kabul edilmektedir>*>6. Ancak zaman alici ve pahali bir yéntemdir.
Bazi microsporidian tirlerine kargi monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Tlire 6zgu ylizey
molekiilleri veya polar tiibll yapisini taniyan floresan isaretli bu monoklonal antikorlar,
hasta 6rneginde bulunan sporlarin duvarindaki proteinlere baglanmakta ve floresan mik-
roskobunda sporlar parlak yesil rofle vermektedir. Birgcok arastirmaci tarafindan, bu yon-
temlerin yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bildiriimektedir’-'°. Bu calismada,
kemik iligi transplant hastalarinda Encephalitozoon intestinalis ve Enterocytozoon bieneusi
prevalansinin, monoklonal antikorlarin kullanildigi immunofloresan antikor (IFA-MAbs)
yontemiyle belirlenmesi amacglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya, Erciyes Universitesi Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Kemik iligi ve Kok Hiic-
re Nakli Unitesi’nde yatan, 200 kemik iligi transplant (KiT) hastasi ile kontrol grubu olarak
immiin sistemi normal, saglkli 80 géniillii dahil edildi. Bu calisma, Erciyes Universitesi
Tip Fakultesi Etik Kurul onayr (05.08.2010 tarih ve 2010/81 karar no) ile gerceklestirildi.
Calismaya alinan tiim katiimcilar bilgilendirilip yazili onaylar alind.

Diski ornekleri oncelikle nativ-lugol yontemi ve modifiye aside direncli boyama yon-
temiyle incelendi. Sonrasinda ise, E.bieneusi ve E.intestinalis’e 6zgul monoklonal antikor-
larin kullanildigi ticari IFA-MAbs yéntemiyle (Bordier Affinity Products, Isvicre) degerlen-
dirildi. Kit proseduru Uretici firma onerisine gore uygulandi ve floresan mikroskobunda
450-490 dalga boylu filtrede incelendi.

Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS for Windows V.11.0 paket programi kullanilarak
Fisher’s Exact Ki-kare testi uygulandi ve p< 0.05 deger i anlamli kabul edildi.

434 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Cetinkaya U, Hamamci B, Kaynar L,
Kuk S, Sahin I, Yazar S.

BULGULAR

Calismaya alinan KiT hastalarinin 134'(i erkek, 66’si kadin olup, yas ortalamasi 43.2 +
15.01 yildir. Saglikli kontrol grubu ise, yas ortalamasi 31.9 £ 11.76 yil olan, 43’0 erkek,
37'si kadin bireyden olusmaktadir. KiT hastalarinin 147’sinde ishal sikayeti mevcuttur.

incelenen toplam 280 diski érneginden 87 (%31.1)'si IFA-MAbs ile microsporidia acI-
sindan pozitif bulunmustur (Resim 1). Pozitifligin saptandigi hastalarin 52 (%59.8)'si er-
kek, 35 (%40.2)'i kadin olup, cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p= 0.232). Hasta grubunda pozitif bulunan toplam 78 olgudan 67 (%85.9)'si ishallidir.
ishal varligi ile parazit pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin oldugu
goriilmiistiir (p< 0.05). KiT hastalarinda saptanan pozitiflik orani (%39.0), kontrol grubu
(%11.3) ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p< 0.05).
Calismada elde edilen pozitiflik oranlarinin cinsiyet, calisma gruplari ve ishal durumuna
gore dagiimi Tablo I’de verilmistir.

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

Tablo 1. IFA-MAbs yéntemi ile elde edilen pozitiflik oranlarinin cinsiyet, calisma gruplari ve ishal durumuna
gore dadilimi
E.intestinalis  E.bieneusi E.intestinalis + E.bieneusi Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
2 Erkek (n=177) 33 (19.8) 74 10 (5.6) 52 (29.4)
z Kadin (n=103) 20 (19.4) 3(3) 12 (11.7) 35 (34)
'5 Toplam (n= 280) 55 (19.6) 10 (3.6) 22(7.9) 87 31.1)
Sz Hasta (n= 200) 51 (25.5) 8 (4) 19 (9.5) 78 (39.0)
E»«_g_ Kontrol (n= 80) 4 (5.5) 2 (2.5) 3(3.8) 9 (11.3)
G5 Toplam (n= 280) 55 (19.6) 10 (3.6) 22(7.9) 87 31.1)
_ g Var (n=147) 44 (29.9) 7 (4.8) 16 (10.9) 67 (45.6)
% 2 Yok (n=53) 11 (20.8) 3(5.7) 6 (11.3) 20 (37.7)
3 Toplam (n= 200) 55 (27.5) 10 (5) 22 (11) 87 (43.5)
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TARTISMA

Mikrosporidiyoz, basta HIV pozitif hastalar olmak tzere immiin sistemi baskilanmis
hastalarda kronik ishallerle ve bazen de hayati tehdit eden agir klinik tablolarla seyreden
onemli bir halk sagligi problemidir. Bu nedenle, microsporidian patojenler ile ilgili cals-
malar genellikle immiin yetmezIligi olan hastalar tzerinde yogunlasmaktadir. Diinyanin
farkl bolgelerinde, immn sistemi baskilanmig hastalarda yapilan calismalarda, %2.3 ile
%42 arasinda degisen genis bir aralikta pozitiflik oranlari bildirilmistir''"1?. Ulkemizde
microsporidia prevalansi ile ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi sinirh olup, bu c¢ahsmalar-
da genel olarak %5.6-10.9 arasinda degisen oranlar bildiriimektedir?%-25, Karaman ve
arkadaslari?? kanserli 320 hastanin %10.9’unda; Tiirk?? yedi KiT ve ii¢c onkoloji hasta-
sinda; Karaman?® 63 onkoloji hastasinin %4’linde; Yazar ve arkadaslan®* ise kanserli bir
hastada microsporidia olgusu bildirmislerdir. Bu calismalarda tani amach konvansiyonel
yontemler kullaniimis olup, hastalar sadece microsporidia pozitif olarak degerlendirilmis,
tiir tayini ise yapilmamistir. Hamamci® KiT’li hastalarin %35‘inde microsporidian tiirleri,
%25'inde ise E.bieneusi tespit ettigini bildirmistir.

Calismamizda, bircok arastirmaci’'? tarafindan yiiksek 6zgiillik ve duyarliiga sahip
oldugu bildirilen IFA-MAbs yéntemi kullanilmistir. Cisse ve arkadaslari’, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi ile karsilastinldiginda, IFA-MADbs’in duyarlilik ve 6zglligunin
%100 oldugunu bildirmisler; tiir ayriminda PCR’dan daha hizli ve daha ucuz oldugu
icin “altin standart” olarak kabul edilebilecegini vurgulamislardir. Enriquez ve arkadas-
lari® Encephalitozoon tiirlerinde ekzospor ile reaksiyona giren 3B6 monoklonal antikoru-
nu kullanarak yaptiklar calismada, bu monoklonal antikorun 3 Encephalitozoon tiiriiniin
tanimlanmasinda etkili oldugunu, ayrica bazi protozoonlar, microsporidian patojenler
ve mantarlarla capraz reaksiyon vermedigini rapor etmislerdir. Bu arastiricilar, yontemin
tek dezavantajinin (g tiirii ayirt edememesi oldugunu da vurgulamislardir®. Beckers ve
arkadaslan®, E.intestinalis'e 6zgiil monoklonal antikorlarin E.hellem ile capraz reaksiyon
vermedigini, ancak diskida bulunan bazi bakteri ve mayalarla capraz reaksiyon verdigini
bildirmislerdir. Morfolojik olarak bu yapilardan ayrilarak taniya gidilebilecegini rapor et-
mislerse de, diger klinik 6rneklerde daha guvenilir sonug alinabilecegini vurgulamislardir.
Al-Mekhlafi ve arkadaslar'®, modifiye trikrom boyama (MTS) yéntemiyle microsporidia
acisindan 50’si pozitif, 50’si negatif bulunan toplam 100 diski 6rnegini, IFA yontemi ile
monoklonal antikorlar (anti-E.bieneusi ve anti-E.intestinalis) kullanarak degerlendirmisler-
dir. incelenen 6rneklerin 42’sinde E.bieneusi, yedisinde E.intestinalis ve yedisinde de her
ikisi icin pozitiflik saptanmis; calisma sonucunda, MTS yontemi ve IFA-MAbs arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin oldugu bildirilmistir'®. Bu arastiricilar, Microspori-
dial sporlarin tanimlanmasinda IFA-MAbs yonteminin duyarliigini %98, 6zgulligini ise
%86 olarak vermisler; bu yontemin, konvansiyonel tani yontemleri ile birlikte kullaniima-
sinin duyarlilig artiracagini vurgulamislardir'®.

Bizim calismamizda, ticari bir IFA-MAbs kiti kullanilarak 200 KIT hastasinin %25.5'inde
E.intestinalis, %4'tinde E.bieneusi ve %9.5'inde her ikisi icin olmak lizere, toplam %39’unda
pozitiflik saptanmis (Tablo I) ve bu oranlar kontrol grubuna goére anlaml diizeyde ytiksek
bulunmustur (p> 0.05). Bu hastalarda microsporidian tirlerin 6zellikle de Encephalitozoon
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turlerinin, 6nemli gastrointestinal rahatsizliklarin yani sira, viicutta yaygin enfeksiyonlara
da neden olabilecegi unutulmamalidir. Bu durum, hastanin hem yasam kalitesini hem de
tedavi siirecini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle KiT hastalarinin, ézellikle de gas-
trointestinal yakinmalari olanlarin diizenli araliklarla microsporidian patojenler acisindan
degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Calismamiz llkemizde yapilan diger calismalar ile kiyaslandiginda; tespit edilen
pozitiflik oraninin diger calismalarda elde edilenden farkli oldugu gorilmdistur. Yiksek
pozitiflik iceren bu farkin sebeplerinden birisinin hasta populasyonu ile ilgili oldugu
distintlmistir. KIT hastalari ile ilgili yapilan sadece bir tez calismasina ulasilabilmis; 20
hasta lizerinde PCR ile yapilan bu calismada %35 oraninda pozitiflik bildirilmistir?®. Séz
konusu calismanin sonuglarinin bizim calismamizla paralellik gosterdigi goralmustir.
Hastalarimizda gastrointestinal yakinmalarin bulunmasinin da pozitiflik oranini artirdigi
distinilmektedir. Literatiirde KiT hastalari ile ilgili diger calismalar ise, genellikle
diinyanin degisik bolgelerinde olgu sunumlari seklindedir. Microsporidia tanisinda her
zaman bir takim sikintilar mevcuttur. Bu nedenle rRNA bdlgesinden hazirlanan primer
ve problarin kullanildigr gerek multipleks gercek zamanli PCR, gerekse prob bazli gercek
zamanl PCR yontemlerinin %100 duyarlilik ve 6zgullige sahip oldugu bircok arastirici
tarafindan bildirilmektedir. Ayni zamanda TEM yontemi de bircok laboratuvarda altin
standart olarak kullanilmaktadir. Bu iki yontemin uygulanamadidi laboratuvarlarda, IFA-
MAbs yonteminin gilivenle kullanilabilecegi duiglinilmustir. Sonug olarak, microsporidia
tarleri immun sistemi baskilanmis hastalarda ciddi klinik tablolara sebep oldugundan, bu
hastalarin 6zellikle de ishalin eslik ettigi durumlarda microsporidia agisindan degerlendi-
rilmesi uygun olacaktir.
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