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OZET

KANSER HASTALARINDA IFA TEKNIiGi iLE MICROSPORIDIUM
SPP.’NIN SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Derya Giil SAGCI
Yiiksek Lisans Tezi
Parazitoloji Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Serpil DEGERLI
2017, 91 sayfa

Microsporidia’lar birgok omurgali ve omurgasiz konagi enfekte edebilen zorunlu
hiicre i¢i patojenlerdir. Immun sistemi saglam kisilerde kendini sinirlayan ishale
neden olabilirken, immiin sistemi baskilanmis hastalarda kronik ishal, kilo kayb1 ve
Olime neden olabilmektedir. Kanser hastalarinda uygulanan tedavi hiicresel
immiinitede yetersizlige neden olmakta, bu durum Microsporidia tiirleri ile enfekte
olasiligin1 artirmaktadir.

Sivas Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Radyasyon ve Tibbi Onkoloji Bilim Dallarina bagvuran kemoterapi alan
hastalarda Microsporidium tiirlerinin indirekt floresan antikor teknigi ve Weber’in
modifiye trikrom boyama yontemi ile sikligini belirlemek amaglanmistir.

Calismada, poliklinige bagvuran kemoterapi alan 100 kanserli hastadan ve saglik
sorunu olmayan 100 kisiden aliman diski 6rneklerinde Microsporidium Spp.’nin
sikligi iki yontem kullanilarak karsilagtirilmigtir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara gére immiin sistemi baskilanmis bireyler
olarak kemoterapi alan 100 hastadan Modifiye trikrom boyama kullanilarak 13’tinde
(%13,0) Microsporidium spp. goriiliirken kontrol grubunda bulunan 100 kisinin ise
5’inde (%5,0) pozitiflik gozlemlenmis olup aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). IFA testi ile 100 kanserli bireyin 18’inde ( %18,0),
kontrol grubunu olusturan 50 kisiden ise 6’sinda (%12,0) Enterocytozoon bieneusi
pozitifligi saptanmis olup her iki gruptaki bireylerin IFA teknigi ile E. bieneusi
goriilme durumu agisindan aralarindaki farkin istatistiksel olarak onemsiz oldugu
bulunmustur (p>0,05). Ayrica 100 kanserli bireyin 16’sinda (%16,0) ve kontrol

grubumunu olusturan 50 bireyin 3’tinde (% 6,0) ise Encephalitazoon intestinalis



saptanmis olup her iki gruptaki kisiler arasinda E. intestinalis goriilme durumu
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Buna ragmen hasta
grubunda E. bieneusi ve E. intestinalis pozitifliginin daha fazla oldugu saptanmustir.
Kanser tipi, hastalik siireci ve kan nakli gibi nedenler ile E. bieneusi ve E. intestinalis
goriilme durumu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). MT
ile tespit edilen Microsporidium pozitifliginin hastalik siiresi ile kiyaslamasi

yapildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Bu ¢alisma ile ilimizde ilk kez bu parazitlerin IFAT ve MT ile kanser hastalarinda

goriilme durumlarina iliskin bilgiler ortaya konmustur.

Anahtar  Kelimeler:  Microsporidium  spp.,  Enterocytozoon  bieneusi,

Encephalitazoon intestinalis, Kanser, IFAT, Trikrom
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ABSTRACT

INVESTIGATION FREQUENCY OF MICROSPORIDIA SPP. WITH
METHOD OF IFAT AT CANCER PATIENTS

Derya Giil SAGCI
Master's Thesis
Department of Parasitology
Advisor: Prof. Dr. Serpil DEGERLI
2017, 91 Pages

Microsporidia spp. which can infect vertebra and invertebrate organisms are
pathogens inside the cells. While immune system causes diarrhea in those who are
well and healthy, it causes chronic diarrhea, weight lost an even death in those who
has compressed immune system. By causing inadequacy in cellular immune,
chemotherapy treatment applied to cancer patients can increase the infection
possibility in Microsporidia.

The aim of this study is determine the frequency of Microsporidium spp. with the
indirect fluoresant antibody technique and Weber’s Modified Trichrome painting
methods in the patients who receive chemotherapy treatment at radiation and medical
oncology science fields of Sivas Cumhuriyet University Health Services Application
and Research Hospital.

In the study, the frequency of Microsporidium spp. has been researched in the
excreta sample of 100 patients applying clinic and suffering cancer and that of 100
people who are well and healthy.

According to results obtained from the study, by using Modified Trichrome
painting method, Microsporidium spp. has been observed in the 13 % of the patients
who receive chemotherapy treatment, while this percentage is just 5 % positive in the
control group. This difference is regarded as significant statistically (p<0,05).
Enterocytozoon bieneusi positiveness has been noticed 18 % of cancer patients and
12 % of individuals in the control group ( 6 in 50) with IFA test. The difference is
regarded as insignificant statistically from point of E. bieneusi case in individuals of

both groups with IFA technique (p>0,05). In addition, Encephalitazoon intestinalis

vii



has been determined 16 in 100 cancer patients (16 %) and 3 in 50 in control group
(6%) The difference between these two groups has been considered as insignificant
statistically (p>0,05). However, E. bieneusi and E. intestinalis positiveness has been
observed more in patients.

Because of type of cancer, the illness period and blood transfusion, the difference
between E. bieneusi the case of seen of E. intestinalis have been considered as
insignificant statistically (p>0,05).

Thanks to this study, for the first time parasites some information is revealed

IFAT and cancer patients.

Keywords: Microsporidium spp., Enterocytozoon bieneusi, Encephalitazoon

intestinalis, Cancer, IFAT, Trichrome
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1. GIRIS ve AMAC

Microsiporidiosis; Microspora subesinde bulunan, omurgali ve omurgasiz
genis konak seciciligi gosteren ve zorunlu hiicre i¢i parazit olup birgok
Microsporidium tiirlerinin olusturdugu hastalik grubudur (Spraque ve ark.,
1998). Microsporidium’lar  boceklerde, baliklarda, kemirgenlerde ve
memelilerde hastaliga sebebiyet verebilmektedir. Bunun sonucu olarak,
balik¢ilik ve ipek tireticiligi gibi alanlarda sorunlara neden olabilirken, ¢ekirge
gibi bdceklerin biyolojik kontrollerinde ise faydali olabilmektedir. insanlarda
enfeksiyona sebep olan 7 cins bildirilmistir. Bunlar: Enterocytozoon,
Encephalitozoon, Nosema, Pleistophora, Trachipleistophora, Vittaforma ve
Brachiola’dir (Bryan ve ark., 1997).

Insanlarda bulas yollar1 fekal-oral, oral-oral, bulash yiyecek, igecek ve
solunum yollari ile gergeklesmektedir (Didier ve ark., 2004).

Microsporidiosis’in belirtileri, hastanin immiin Sisteminin durumuna ve
yayilma bolgesine gore farkli sekillerde seyretmektedir. En sik gastrointestinal
ve safra yollar1 tutulumu gézlemlenmektedir. Microsporidia’larin neden oldugu
bagirsak enfeksiyonlari ¢ogunlukla  HIV ile enfekte olan hastalarda
goriilmekte ve bu enfeksiyonlarin etkeni E. bieneusi dir.

Microsporidia’larin laboratuvar tanisinda biyopsi materyalleri, diski,
idrar, safra, bronko-alveoler lavaj ya da nazal sivilar degerlendirilebilmektedir.
Sporlarin biiyiikligii bakteri boyutunda oldugundan dolay: rutin laboratuvar
tanisinda kolaylikla gbzden kagmaktadir (Weber ve ark., 1994). Microsporidia
tanist i¢in 151k ve floresans mikroskobu, histopatolojik incelemeler, serolojik
yontemler, hiicre kiiltiirli, elektron mikroskobu, PZR, akim sitometrisi
kullanilmaktadir. Gliniimiizde Microspordiosis tanisini yapabilmek igin sadece
bir tan1 yontemi uygulamak yerine birden fazla tan1 yonteminin yapilmasi
gerektigi bildirilmektedir. Boyutlarinin kiigiik olmasi, hiicre i¢i yerlesimleri ve
zor boyanmalar1 nedeniyle, geleneksel yontemlerle tanisinin konulmasi zor
olan bu firsatc1 patojenlerin sebep olduklar1 enfeksiyonun tanisi igin
calismamizda iki yontem uygulanilmis olup bunlar; indirekt Floresan Antikor

Teknigi ve Weber’in Modifiye trikrom boyama yontemidir.



Calismamizda Sivas Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri
Uygulama ve Arastirma Hastanesinde tedavi goren kanser hastalarinda ve
saglikli  bireylerde ~ Microsporidium  spp.’nin  sikliginin  arastirilmasi

amagclanmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Ik olarak Nageli tarafindan 1857 yilinda ipek boceklerinde ekonomik zarara
neden olan, Nosema bombycis olarak adlandirilan Microsporidialar,
Schizomycetes’ler arasina yer almiglardir. 1882 yilinda Balbiani tarafindan
Microsporidia subesi olarak tanimlanmistir. Morfolojik yapisi, spor ve gelisme
asamalarinda ¢ekirdegin hali, konak-parazit miinasebeti ve polar tiipteki sarmal
sayilarina gore 1977 yilinda siniflara ayrilmistir (Weber ark., 1994).
Microsporidia’lar 1980 yilinda, Protista alemi ve protozoa alt alemi altinda
toplanmigtir. Parazit, 1986 da ise diplokaryon olup olmamasi, mayoz
boliinmesi ve sporofaz organeline gére siniflama yapilmistir. Ancak bu durum
filogenetik analizi bakiminda faydali goriillmemis ve sporunun yapisal
ozelliklerine ve gelisme asamalarmma gore 1986 yilinda yeniden siniflara
ayrilmigtir. 2000’11 yillarda yapilan ¢alismalarda alfa ve beta tubilin genlerinin
dizi analizi yapilmis ve bu parazitlerin protozoonlardan ¢ok mantarlarla daha
yakin olduklar belirtilmistir (Aksoy ve ark., 2007).

Orestein ve arkadaslari tarafindan E. intestinalis, E. cunuculi’ye benzer
olarak tanimlanmigtir (Orenstein 1991). Cali ve arkadaglari ise 1993 yilinda bu
paraziti yeni bir cins olarak tanimlamis ve vakuol igerisinde parazitler septa ile
ayrildigr i¢in Septata intestinalis olarak adlandirilmigtir (Cali ve ark., 1993).
Hartskeerl ve arkadaglar1 ise antijenik 6zellikleri ve molekiiler diizeylerindeki
benzerlik nedeniyle Encephalitozoon cinsine dahil etmis ve E. intestinalis

olarak adlandirmiglardir (Hartskeerl ve ark., 1995).



2.2. Smiflandirma
Microspora subesinde 144 cins ve 1000°den fazla tiir bulunmaktadir. (Wittner ve
Weis, 1999).

Microsporidia tiirleri dogal konagina ve morfolojik farkliliklarina
(mikroorganizmanin biiyiikligli, monokaryon/dikaryon ¢ekirdek yapisi, polar
filament kivrim sayisi, vb) gore siniflara ayrilir (Didier, 2005).

Tablo 1. Microsporidia’larin siniflandirmasi

Sube St Takim Aile Cins Tar
N connori
Nosema N. algerae
Dhaplophasea Dissociodihaplophassida | Nosematidae N. ocutorum
Brachiola 8
vesiculorum
Pleistophora Pleistophora
spp
Pleishophoridae Trachipleistophora | T hominis
Microspora | Haplopasea T
Glugerda antropophtera
E hellem
Encephalitozoonidae | Encephalitozoon | £ cuniculf
E. Intestinalis
Chytndiopsida Enterocytozoonidae | Enterocytozoon | E blenusi
Vitiaforma V. comeae
M
Sinflandirnimayan | Sinflandinimayan Siniflandinimayan Siniflandinimayan | ceylonensis
M, africanum

http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Microsporidiosis.htm 2005.

2.3. Morfoloji

Microsporidia’lar yalnizca hiicre i¢inde aktivasyon gosteren, spor olusturan,
zorunlu okaryotik parazitlerdir. Cekirdekleri zarla kaplidir ve ikiye boliinerek
cogalirlar.

Konak hiicrede ¢ogalma o6zellikleri tiirlere gore farklilik gostermektedir.
Encephalitozoon tiirleri parazitofor vakuolda c¢ogalirken, E. bieneusi,
Vittaforma spp., N. connori, N. ocularum gelisimi esnasinda konak hiicre
sitoplazmasi ile baglantihidir (Franzen ve Miiller, 1999).

Olgun E. bieneusi’nin sporlar1 oval sekildedir. Spor boyutlart ise 1-1.6 um

uzunlugunda, 0.7-1 um genisligine ve iki swrali 5-7 kivrimli polar tiip



bulundurmaktadir. Sporlar1 spor duvari sporoplazma ve ekstriizyon aygiti
olmak iizere ii¢ genel yapidan olugmaktadir (Keohane ve Weiss, 1999).

E. intestinalis’in diger Microsporidian parazitlerde oldugu gibi konak hiicre
disinda aktif formu bulunmamaktadir. Spor olusturan, tek hiicreye sahip zorunlu
hiicre i¢i parazittir. Okaryotik hiicre olarak tanimlanmalarma ragmen bazi
oOkaryotik hiicrelere ait karakteristik 6zellikleri tasimamaktadirlar. Ribozom (70S),
ribozomal alt iinite(30S ve 50S) ve rRNAbolge (16S ve 23S) ozelliklert,
mitokondri, peroksizom ve tipik bir golgi cisimcigi bulundurmalariyla prokaryotik
organizmalara benzerken, zarla kaplanmis ¢ekirdekleri, intrasitoplazmik membran
sistemi ayrica mitotik iplikgiklerle gerceklesen kromozomal bdliinmeye sahip
olmalari ile de 6karyotik olarak degerlendirilmektedir (Keeling ve Fast, 2002)
2.3.1 Merontlarin morfolojisi
Ik iireme faz1 olan merogoni ile sporoplazma konak hiicrede merontlari
olusturur. Meront, merogonial iiremedeki ana hiicredir. Merontun sekli,
biiyiikliigii, bulundurdugu c¢ekirdek yapist karakterizasyonda tiirler arasi
karsilastirma yaparken kullanilir. Merontu 151k mikroskobunda incelerken diger
hayat safthalari olan sporont veya sporoblasttan ayirt etmek zordur. Fakat
giemsa gibi basit boyama yontemleri uygulandiginda merontlar sade hiicre
membranina sahip olmasi nedeni ile daha fazla boyay: hiicre igine gegirir ve
koyu boyanirlar. Boylece biiyiik ¢ekirdekleri kolaylikla saptanabilirler (Sekil 1)
(Yaman ve ark.). Merontlarin yapisal 6zellikleri biiyiik merkezi g¢ekirdekli,
yuvarlak bir sekil almis ya da hafif oval sekilli hiicre zar1 ile ¢evrilmis olan
yapilardir. Sitoplazma homojen olarak graniillii ve fazla sayida serbest
ribozoma ve c¢ok gelismemis yapida olan endoplazmik retikuluma sahiptir
(Curry, 2002).



Sekil 1. Meront, bar: 10um

Meront sporoplazma veya merositden meydana gelir. Meront vejetatif bir
ireme ile ¢ogalmasmi gerceklestirir ve bu lireme sekli merogoni olarak
adlandirilir. Merogonial {iremede ¢ok ¢ekirdekli bir satha olan merogonial

plasmodiumlar 6nemli rol oynar (Sekil 2) (Yaman ve ark., 2014).

Sekil 2. Cok ¢ekirdekli plazmodial satha, bar: 10um

TEM ile yapilan incelemelerde ¢ift kathh zara sahip olan ¢ekirdek
sitoplazmadan ayirt edilebilmektedir (Sekil 3). Bu durum meront yapisinin

monokaryon veya diplokaryon oldugunun saptamasinda 6nemlidir (Yaman ve
ark., 2014).



Sekil 3. Meront (TEM), bar: 500 nm

2.3.2 Sporontlarin Morfolojisi

Merontlar daha sonra sporontlara doniisiirler ve sporontlarin olusumu sirasinda

iki 6nemli degisiklik ger¢eklesmektedir. Bu degisikliklerden ilk meydana gelen

graniillii endoplazmik retikulumun fazlalasmasidir. ikincisi olarak ise hiicre

zarinin genigligi ve karmasikliginin disaridan elektronca yogun materyal

).

eklenmesiyle artmasidir. (Curry, 2005
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Sekil 4. Sporont, bar: 10um (Yaman ve ark., 2014).

Sporontlarin  sitoplazmalarinda ¢ekirdeklerinin ¢evresinde yogun bir

sekilde endoplazmik retikulum kesecikleri bulunur (Sekil 5). Golgi cisimcigi

meronta gore daha belirgindir (Yaman ve ark., 2014).



Sekil 5. Sporont (TEM), bar: 500 nm

Sporontlarin morfolojileri karakterizasyonda tiirler arasi karsilastirma
yaparken kullanilmaktadir. Sporontlar1 gevreleyen kalin hiicre duvari sahip
olmalari nedeni ile merontlardan ayrilirlar (Yaman ve ark., 2014).

2.3.3. Sporoblast Morfolojisi

Sporontlar sporogonial iiremede sporogoninin son bdliinme sathasi olan
sporoblastlar1 olustururlar (Sekil 6). Sporoblast yuvarlak, oval, tiip seklinde ya
da diizenli bir hiicre sekline sahip olmayip, bolinme gerceklestirip
gerceklestirmeyecegi, biiyiikliikleri ve ¢ekirdek sayisi tani koyarken onemli rol

oynar (Yaman ve ark., 2014).
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Sekil 6. Sporoblast, bar: 10um



Sporoblasti  ¢evreleyen kalin duvar daha fazla yogunlasmaya ve
kalinlasmaya basladiktan sonra sporun yapisinda bulunan firlatma aparati bu
asamada gelismeye baglar. Cogunlukla sporun sahip oldugu organeller bu
safhada meydana gelir. Ozellikle mikrosporlar icin karakteristik olan polar
filament olusumuna ait ilk bulgularin gozlenmesi bu sathanin sporoblast

oldugunu saptamada 6nemlilik arz eder (Sekil 7) (Yaman ve ark., 2014).
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Sekil 7. Sporoblast (TEM), bar: 500 nm

2.3.4. Spor Morfolojisi

Olgunlasan  sporoblastlarlardan  sporlar meydana gelir (Sekil 8).
Microsporidium tiirlerinde spor sathast TEM ile yapilan incelemelerde en
onemli safha olup taksonomik bakimdan 6nem arz eden yapilar bu sathada

gozlemlenir.

ey

Sekil 8. Bir sporun enine kesiti, bar: 1um



Spor, gelisimin en son sathasidir (Sekil 9). Kalin bir hiicre duvarina
sahiptir (Yaman ve ark., 2014). Spor yapisi Microsporidium tiirlerinin en
karakteristik gelisim dénemi olup polar filament bulundurur (Sekil 10). Spor,
parazitin igeriginin konak hiicre igerisine enjekte edebilme sistemine sahip olan
hastalik yapict donemdir. Bununla birlikte spor morfolojisi, konak hiicre
disinda en uzun yasayabilen evrim asamasidir. Sporlarin biyiikligi 1- 10
um’dir. Memelileri enfekte eden sporlar daha kiiglik biiytikliiktedir (1-3 pm).
Sekilleri oval, kiiresel, cubuk ve armuta benzer sekilde olabilir (Joseph ve ark.,
2005).

Sekil 9. Serbest sporlar, bar: 10um

Sporlarin yapist TEM ile incelendiginde c¢ekirdek, spor duvari, polar
filament, polaroplast, spor kesesi gibi yapilar1 ayrintili  olarak

gozlemlenebilmektedir (Yaman ve ark., 2014).



Ankoring disk
Polaroplast
Polar filament

Ekzospor
Endospor

Hlcre membrani

Cekirdek

Ribozom

Posterior vakuol

Sekil 10. Spor morfolojisi

2.3.4.1. Cekirdek

Spor yapist TEM ile incelendiginde ilk olarak sporun c¢ekirdek yapist
belirlenmelidir. Microsporidia tiirlerinin g¢ekirdekleri izole veya birlesmis bir
halde bulunur. Sporlar tek ya da iki gekirdege sahiptir. Sporun tek ya da iki
¢ekirdege sahip oldigunu belirleyebilmek i¢in ¢ekirdek zarinin net bir sekilde
saptanmasi ve ¢ift zarli ¢ekirdegin gosterilmesi ile miimkiindiir (Sekil 11). Bu
yapilarin belirlenemedigi durumlarda kofullar veya polaroplast kivrimlarmin

cevreledigi kisimlar ¢ekirdek olarak diistiniilebilir (Yaman ve ark., 2014).

Sekil 11. Diplokaryon ¢ekirdek, bar: 50 nm
10



2.3.4.2. Spor duvari

Microsporidia tiirlerinin sahip oldugu spor duvari elektron mikroskobu ile
gozlemlenebilir ve genel olarak 3 tabakadan meydana gelen yapidir. Bunlardan
birincisi (en igteki) plazma membranidir. Bu tabaka sitoplazmay1 sarar ve
ortalama 7 nm kalinligindadir. Plazma membraninin spor duvariin bir yapisi
olarak kabul edilmegi durumlarda spor duvarinin iki tabakadan meydana
geldigi ifade edilir. ikinci tabaka (ortadaki tabaka) ise endospor tabakasi olup
kitinsi yapidadir. Bu tabaka ekzospora ile bir koprii araciligi ile iliski
kurmaktadir. Sporun en ince boliimii bu tabakanin anterior ucudur ve bu kisim
polar tip disart ¢ikarken pargalanmaktadir.  Elektron  mikroskobu
incelemelerinde bu yapr kalin, bos bir alan olarak gdziikmektedir. Ugiincii
tabaka (en distaki tabaka) ekzospor olarak adlandirilir. Ekzospor cinsten cinse
degisen ve taksonomik agidan énemli yapilar bulundurur (Sekil 12) (Yaman ve
ark., 2014).

Sekil 12. Sporun Duvar yapisi, bar: 250 nm

2.3.4.3. Polar Filament

Polar filament yapist Microsporidia tiirlerine 6zgii olup spor igerisindeki
kivrim sayis1 ve kivrimin agisi taksonomik bakimdan 6nem tasir. TEM ile
yapilan incelemelerde sporun enine kesitinde polar filamentler farkli
tabakalardan meydana gelen enine halkalar halinde goriilmektedir. Ik halkadan
son halkaya dogru gidildik¢e halkalarin ¢ap1 ayn1 ise bu polar filament izofilar
olarak adlandirilir (Sekil 13). Son kisimda bulunan halkalardan bazilarinin
cap1 Onceki halkalardan daha kiigiik yapida ise bu polar filamentde anizofilar

olarak adlandirilir (Yaman ve ark., 2014).
11



;_',_
Sekil 13. Polar filamentin enine kesiti, bar: 250 nm

Taksonomik karsilastirma yaparken polar filamentlerin kalinligi da
kullanilmaktadir. Sporun baslangi¢ halkasi disinda kalan polar filament
halkalarini sayarak tiire ait polar filamentin kag¢ halkaya sahip oldugu saptanir.
Polar filament On tarafta manubrial kisim olarak adlandirilan tipiin diger
kismindan ve az ya da ¢ok kivrimli bélge olan posterior kismina oranla daha
kalin diiz bir bolgeye sahiptir. Polar filamentin anterior kisminda semsiyeye
benzeyen ve “anchoring disc” olarak adlandirilan bir yapiya baglanir (Yaman
ve ark., 2014).
2.3.4.4. Polaroplast
Polaroplastin ~ yapis1 sadece  elektron = mikroskobu  kullanilarak
incelenebilmektedir. Polaroblast birbirine yakin veya dagiik halde bulunan
membran bdlgeleriyle karakteristik bir lamelli yap1 goriiniimiindedirler. Bazi
cinslerde polaroblastlarin yapisal olarak farkli olduklar1 goriilmektedir. Birkag
cins disinda ¢cogu Microsporidia cinsleri genel olarak anterior ve posterior
bolgeler olmak tizere iki kisimdan olusur ve mikroskopta incelendiginde iist
iiste dizilmis lameller halinde gézlemlenen polaroplastlar bulundurur (Sekil 14)
(Yaman ve ark., 2014).

12



Sekil 14. Spor anteriorde polaroplast yapisi, bar: 500 nm

Lameller arasinda bulunan genisliklerde farkliliklar goriilebilmektedir.
Genellikle posterior kisim daha genistir. Bazilarinda ise posterior kismindaki
lameller diizenli olarak bulunmazlar ve ¢ember ve ya tiip bi¢cimindedirler.
Microsporidia’larin  bazi cinslerinde polaroplastlar 3 farkli kisimdan
olusabilmektedir. Spor yapisinda en son olusan yapi polaroplasttir ve spor
incelenirken spor duvari Ozellikle endospor bariz olarak ayirt edilemiyorsa
yani endospor yapisina sahip degilse sporun yapisi olgunlagsmamistir ve bundan
dolay1 polaroplastin tam gelismedigi diistinilmelidir. Polaroplastin posterior
bolgesinde genellikle 151k mikroskobu ile gozlemlenebilen posterior vakuol

bulunmaktadir (Yaman ve ark., 2014).

Tablo 2. Insanlarda enfeksiyon olusturan tiirlerin morfolojik dzellikleri (Joseph
ve ark., 2005).
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Tiir Cekirdek Gelizim yeri Spor boyutu Polar tiip
yapist (um) sarmal sayis
Encephalitozoon
g Tek parcali  Parazitoforoz vakuol icinde  2.5-3.2x 1.2-1.6 47
cuniculi
Encephalitozoon :
Tek pargali  Parazitoforoz vakuol iginde 2-25x1-1.5 6-8
hellem
Encephalitozoon
Tek parcali  Parazitoforoz vakuol iginde 22x 1.2 57
intestinalis
Enterocytozoon Konak hilcre sitoplazmasy
Tek pargahi 1L.5x 05 4.6
bieneusi ile direkt temas halinde
Pleistophora sp. Tek pargah Sporofor vezikiil 28x 34 9-12
Trachipleistophora /
: Tek pargals Sporofor vezikil 52x24 11
honunis
Tip I sporofor
vezikiil icimdeki
Trachipleistophora sporlar; 3.7 x 2
e y Tek pargali Sporofor vezikiil 4-5
anthropophihera Tip 11 sporofor
vezikil gindeki
sporlar 25x 1.4
5 Konak hikere endoplazmik
Vittaforma corneae  1Ki pargali 38x1.2 5-7
retikulum ile gevrelenmiz
: Konak hiicre sitoplazmasi
Nosema ocularum Iki parcal 5x3 9-12
ile direkt temas halinde
, ! Konak hiicre sitoplazmas
Brachiola sp. Tki pargals 2529x%x 192 7-10
ile direkt femas halinde
Microsporidium
o 35x15 9
ceylonensis
Microsporidium
455x253 11-13
africanum

2.4. Yasam Dongiisii

bulunmamaktadir (Karaman, 2007).
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Microsporidia tiirleri, omurgali ve omurgasiz konaklar1 enfekte edebilen ve
konak hiicresi diginda aktif evreleri bulunmayan zorunlu hiicre i¢i parazittirler.
Bu protozoonlar baska parazitlerle enfekte olmus bir hiicreyi enfekte edebilme
yetenegine sahiptirler. Microsporidia’larin yasam dongiilerinde vektor ya da
arakonaklar1 ve hiicre disinda gergeklestirebildikleri metabolik faaliyetleri



Microsporidia larin konak hiicreyi enfekte edebilmesi i¢in uygun konak
ve uygun kosullarin olugsmasi gerekir. Bu kosullar altinda konak hiicreye niifuz
eden parazitin polar tiipii, sporun 6n kismima dogru gelir ve konak hiicreye
sporoplazmasini bosaltir ve boylece hiicre enfekte olur (Franzen, 2004).
Microsporidian parazitlerin yasam dongiisii Enfektif (Cevresel) faz, Proliferatif
(Ureme) faz ve Sporogonik faz olmak iizere 3 fazdan meydana gelmektedir
(Sekil 15).

konak tarafndan almy, polar tip
dizlegis, sporoplasma konak htlcre Faz 1 Enfektif /Cevresel faz
sitoplazmasina kangir ve geligir

Meronﬂor . Faz I1- Proliferatif Faz/ Ureme fan

gogalma

ince bir zar ile gevrilerek

Sporontlar

cofialma

SPOF‘Ob'OSﬂOP Faz I11- Sporogonik Faz

olgunla;»maswlal

SPORLAR

Sekil 15. Microsporidian parazitlerin genel yasam dongiisii

2.4.1 Faz |I-Enfektif (Cevresel) Faz

Sporun ¢evreye atildigi ve enfeksiyonun meydana geldigi evredir. Sporlar
konak hiicreye solunum veya agiz yoluyla alinirlar. Konak hiicreye giris yapan
sporlarin helezon seklindeki polar tiipleri diiz bir hale gelir, tliptin i¢ kism1 dis
kismindan gegerek konak hiicrede 6zellikle enterositlerin i¢ine girer. Polar tiip

biitiiniiyle diizlestikten sonra sporda bulunan sporoplasma kisma tiipiin i¢inden
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gecer ve konak hiicrenin sitoplazmasina katilir ve olgunlasmaya baslar (Sekil

16) (Franzen ve Miiller, 2004).

Spor

polar filament

= B N 3
o konak
‘ hiicrelen
sporoplasm
N
\e. A ¥ 0 D,

Sekil 16: Sporun konak hiicreyi enfekte etmesi

2.4.1.1. Microsporidian Parazitlerin Hiicreye Giris Mekanizmalari
Microsporidialar hiicre igerisine deneysel olarak agiklanmig iki yol ile giris
yapmaktadir; Aktif invazyon ve endositoz.

Aktif invazyon

Spor yapilarinda uygun pH, sicaklik, nem, iyon yogunlugu, sindirim enzimleri
gibi meydana gelebilecek fiziksel veya kimyasal degisiklikler ile birtakim
uyaricilarla karsilastiginda, spor igeriginin ozmotik basici ekstrem derece artar,
posterior vakuol genisler ve bunun sonucu polar tiip ters donmek icin harekete
gecmektedir. Polar tiipiin i¢ kesimi dis kesiminin i¢inden gecerek ilerler ve
konak hiicrenin hiicre zarina niifuz ederek hipodermik igne modelinde konak
hiicrenin sitoplazmasina sporoplazmasini1 aktarmaktadir. Tiipiin igerisinden
gecen sporoplazma konak hiicrenin sitoplazmasima gecer ve bdylelikle konak
hiicre enfeksiyon etkeni ile bulasmis olur (Sekil 17). Polar tiipten liimene dogru
sporoplazmanin gegisi bir dakikadan daha az siirede meydana gelmektedir
(Didier ve Weiss 2006).
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Sekil 17. Spor germinasyonu esnasinda polar filamentin ters donmesi.

A-Olgun spor. B-Ankoring disk pargalanir ve polar filament ters donmeye
baglar. C-Polar filament ters donmeye devam eder. D-Polar filament tamamen
ters doner ve sporoplasma polar filament igine dogru zorlanir. E-Sporoplasma
polar filament i¢ine gecer. F-Sporoplasma konak hiicre sitoplazmasina geger
(Keeling ve Fast, 2002).

Endositoz

Microsporidian sporlarin bir¢ogu polar tiipiin agilmasina gerek kalmadan
i¢selleserek sitoplazmanin igerisine gecer. Endositoz ile sporlar konak hiicrenin
icine alinirlar ve fagositoz ile hiicreye alinan sporlarin gevresini saran kese
yapil1 bir organel olan fagozom ile sporlar gevrilir. Microsporidian sporlarini
bulunduran fagozom organelleri siras1 ile endozomal ve lizozomal

kompartmanlari olustururlar (Keeling ve Fast, 2002).
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Sekil 18. Microsporidia nin konak hiicre i¢ine girmesi

a.Aktif yayilim b.Endositoz (Franzen, 2004).
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2.4.2. Faz |- Proliferatif (Ureme) Faz
Yasam dongiisiinde ¢ogalmanin meydana geldigi fazdir. Bu faz sporoplazma
yapisinin konak hiicrenin sitoplazmasina girmesi ve daha sonra merontlara
doniismesi ile baslar. Ureme fazi merogoni ve sporogoni olarak iki stratejik
basamakta gerceklesir (Curry, Beeching ve ark.,, 2005). Merontlar
sporoplazmanin uygun bir konaga girmesi ile olusurlar. Merontlar basit, tek
katli zarla ¢evrilmis yapida olan hiicrelerdir. Bu hiicreler defalarca ikiye ya da
daha ¢ok sayiya boliinerek cogalirlar ve tek bir hiicre icerisinde yaklasik olarak
50-100 meront olusur (Franzen, 2004). Olusan merontlar, enterosit, makrofaj,
mezenkim hiicreleri gibi farkli hiicrelere yerlesirler. Ayrica gelisimlerine devam
etmek icin besinlerini bu konak hiicrelerden absorbe ederek saglarlar (Curry,
Beeching ve ark., 2005).

Meront hiicreleri parazitin tiiriine gore konak hiicrede farkli sekillerde
gelisim gosterebilirler;
a)Konak hiicre sitoplazmasiyla direkt baglantt halinde (Nosema,
Enterocytozoon genuslari bu sekilde gelisimini devam ettirmektedirler),
b)Konak orjinli olusan parazitoforoz vakuol i¢inde (Encephlitozoon genusu bu
sekilde gelisimini devam ettirmektedir),
c)Parazit tarafindan salgilanan sporoforoz vakuol iginde (Pleistophora,
Trachipleistophora genuslar1 bu sekilde gelisimini devam ettirmektedirler)
d)Konagin endoplazmik retikulumuyla ¢evrilerek (Endoreticularis, Vittaforma
genuslart bu sekilde gelisimini devam ettirmektedirler) (Sekil 19) (Bigliardi,
Sacchi, 2001).
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Parazitoforus vakuel

Sekil 19. Merogoni olusumu

2.4.3. Faz I111-Sporogonik Faz

Sporogoni fazinda merontlardan ¢evre sartlarina oldukca direngli, uzun siire
enfektif kalabilen sporlar olusur. Sporontlardan olusan sporoblastlar ikiye
boliinme veya ¢oklu fiizyon ile ¢ogalirlar. Sekilleri oval olan sporoblastlardan
olgun sporlar olusur.

Sporogoni, merogoni gibi Microsporidian parazitin tiirline gore farklilik
gostermektedir;
a)Enterocytozoon tiirlerinin evreleri konak hiicrenin sitoplazmasiyla direkt
temas ile,
b)Encephalitozoon ve Septata tiirlerinde konak orjinli olusan parazitoforoz
vakuol i¢inde,
c)Pleistophora tiiriinde ise parazitin olusturdugu ince bir membran ile konak
sitoplazmasindan paraziti ayiran sporoforus vesikiil icinde gelisir (Chup ve
ark., 1993).

Stirekli c¢ogalan sporlar konak hiicrelerini tamamen doldurduklarinda
konak hiicrenin hiicre zarmmi patlatir ve etrafa yayilirlar (Sekil 20). Serbest
kalan sporlar konak icinde baska bolgelere go¢ ederek konagin diger
hiicrelerini enfekte ederler veya baska konaklar1 enfekte etmek icin idrar, diski

gibi materyallerle etrafa salinirlar (Didier ve ark., 2004).
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2.4.4. Enterocytozoon bieneusi’nin Morfolojisi ve Yasam Dongiisii
Enterocytozoon bieneusi’nin olusum evrelerinin  tamami  konak hiicre
sitoplazmas1 ile direkt temas ederek gergeklesir ve sporofor veya
pansporoblastik zar olusmamaktadir. Bu tiire mahsus olarak gelismenin erken
donemlerinde uzunlamasina olan ¢ekirdek boliinme ve sporogoni evrelerinde
yuvarlak bir hale gelir ve 6 pm biyiikliigiinde ¢ok fazla ¢ekirdek meydana
gelir. E. bieneusi tiiriine 6zgii sitoplazma polar tiip ve elektron yogun disklere
sahiptir. Olgun spor oval sekilde olup 1-1,6 pm uzunlugunda, 0,7-1 pm
genigliginde iki sirali 5-7 kivrimli polar tiip bulundurur (Weber ve ark., 1994).
Bulash olan sporlar polar tiipleri ile konaklarinin intestinal enterosit
hiicrelerinin sitoplazmalarina sporoplazmasini aktarirlar. Bu hiicreler tek
niikleus boliinmesi gecirirler. Proliferatif yapida olan bu hiicreler sitoplazma
boliinmelerinin - sonlanmasi  sonucu hiicre sitoplazmast ile baglantilart
sonlanmaktadir. Sporoplazmalari, ¢ekirdekten ve sitoplazmadan olugsmaktadir.
Sporoplazmalarin yapilarinin ¢ogunlugu ribozomlardan olusmaktadir. Polar
tiipten ayrilan sporoplasmalarin yapilarinda plazma membran1 bulunur.
Sporoplazmalar 24-48 saat araliginda konak hiicrelere ulasirlar ve burada

boliinerek sayilarini ¢ogaltirlar. Sporogoni sonucu meront hiicreleri ince bir
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membran ile kaplanarak sporontlar meydana gelir (Keohane ve Weiss, 1999).
Ikiye boliinerek veya goklu fiizyon ile sporontlardan sporoblastlar ortaya ¢ikar.
Sporoblastlar oval bir sekle sahiptirler. Sporoblast yapilarinin olgunlasmasi
sonucu olgun sporlar olusur. Sporlar siirekli cogalarak konak hiicreyi biitiiniiyle

doldurduklarinda hiicre zar1 patlar ve sporlar etrafa yayilirlar (Grop, 2003).
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Sekil 21. E. bieneusi’nin Yasam Dongisii (Yazar ve ark., 2013).

2.4.5. Encephalitozoon intestinalis’in Morfolojisi ve Yasam Dongiisii
Encephalitozoon intestinalis gelisme donemini ince bagirsakta tamamlamakta
ve spor yapilar1 fibroblastlar, makrofajlar, lamina propriada endotel
hiicrelerinde ayrica eritrosit sitoplazmasinda gozlemlenmektedirler (Cali ve
ark., 1991).

Hiicresel uzama ile meront yapilart ¢ogalir ve niikleuslar arasinda
sitoplazmik invaginasyon gerceklestirirler. Sporlar fiizyon ile boliintirler. Diger
Encephalitozoon tiirleri gibi E. intestinalis konak orjinli parazitofor vakuol
icinde sitoplazmada bulunur. Ureme hiicreleri bir, iki ya da dort cekirdege
sahiptir. Organizmanin gelismesi esnasinda parazitten salinan fibrillerin bir
madde ile gevirilmesi karakteristik olarak tabir edilmektedir. Polabroblast
yapist bir septumlu veya balpetegi goriinlimiine sahip olup, tiibiiler uzant1 1,2
um biyiikligindedir. ~ Olgunlasmis sporlarin yapilar1 ise 2,0-1,2 um
boyutlarinda olup, tek sirada 4-5 kivrimli polar tiip bulundururlar. (Weber ve
ark., 1994).
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Sekil 22. E.intestinalis’in yasam dongiisii (Didier ve ark., 2004).

1-E.intestinalis’in bulasli dénemi olan sporlar. 2-Spor polar tiipii aracilig ile
konak hiicreye dayanir. 3-Spor enfektif donemi olan sporoplasmayi polar tiip
ile konak hiicrenin sitoplazmasina aktarir.  4-Hiicre i¢inde sporoplasma
merogoni ile c¢ogalir. Cogalma konak araciligiyla meydana getirilen
parazitoforoz vakuolde meydana gelir. 5-Olgun sporlar ortaya ¢ikar. 6-Plazma
membrani parcalanarak sporlar ya konak icerisinde farkli bolgelere goc ederek
etraftaki diger hiicreleri enfekte eder veya farkli konaklari enfekte edebilmek
i¢in idrar, disk1 gibi viicut materyalleriyle dis ortama atilir.

2.5.EPIDEMIYOLOJI
Microsporidian parazitlerin tanist 100 yildan daha fazla zamandir
yapilmaktadir. Louis Pasteur 1865-1870 yillarinda yaptig1 calismalarda ipek
boceklerinde sorunlara neden olan N. bombycis’i tespit etmistir. Bu parazitlere
ait memelilerde goriilen ilk enfekiyon 1922 yilinda bildirilmistir. Insanlarda
goriilen ilk enfeksiyon ise 1927 yilinda bildirilmistir (Magarinos, 1927). Ik
kez 1959 yilinda Matsubayashi ve arkadaslari ciftlik hayvanlariyla temas
Oykiisii olan Japon bir ¢ocukta gostermislerdir. Bas agrisi, nobet ve ates
sikayetleri olan bu hastanin beyin omirilik sivisinin incelenmesi ile etkenin
Encephalitozoon cinsi Microsporidian bir parazit oldugu belirtilmistir
(Matsubayashi ve ark., 1959). Margileth ve arkadaslari 1973 yilinda timik
aplazi tanisi alan 4 aylik bir bebegin tiim organlarinda otopsi sonucu Nosemma
connori saptamislardir. (Margileth ve ark., 1973). Baska bir olgu ise 11 yaginda
kornea tutulumu olan ¢ocukta etken olarak yine Nosema gosterilmistir (Aston
ve Wirashina, 1973).

HIV ile enfekte olmus bireylerde ilk Microsporidian bulasli olgu bildirisi
1985 yilinda yapilmigtir. (Desportes ve ark., 1985). Daha sonralar1 HIV ile
enfekte olmus bireylerde 400°den fazla bildirilen Microsporidiosis olgusu ile
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firsatgr bir patojen oldugu belirtilmistir (Keeling ve Fast, 2002). Yapilan
caligmalarda AIDS salginlarindan 6nce 10 sporodik olgu bildirilirken, AIDS
salginlarindan sonra hastalarda goriilen kronik diyare olgularinin yarisinda
etkenin Microsporidiosis oldugu belirlenmistir. Microsporidiosis olgu bildirimi
tropik ve az gelismis bolgelerden yapilmaktadir (Vangool ve ark., 1995).
Almanya, Amerika, Arjantin, Avustralya, Brezilya, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,
Hindistan, Ispanya, Isvec, Italya, Kanada, Sri Lanka, Tayland, Uganda,
Zambiya gibi pek ¢ok tilkeden olgular sunulmustur (Ozcel ve ark., 2007).

Uganda’da ii¢ giinden fazla ishal sikayeti olan c¢ocuklarda yapilan
incelemelerde PCR yontemi uygulanarak %17,4 oraninda E. bieneusi’i
saptanmigtir. Bununla birlikte yagmurlu mevsimlerde Microsporidian parazit
prevelansinda artma oldugu belirtilmistir (Tumwine ve ark., 2002).

Cek Cumbhuriyetinde Enterocytozoon ve Encephalitozoon prevalansinin
arastirildigr koprodiagnostik ve molekiiler ¢alismalarda 9 kiside E. bieneusi
pozitifligi saptanmistir (Sak ve ark., 2011).

Microsporidiosis olgusu organ nakli yapilan hastalarda hayati onem
arzeden patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ispanya da HIV (-) olan
ve bobrek nakli yapilan 2 kiside E. bieneusi genotip D tespit edilmis ve direngli
ishal ve etiyolojisi bilinmeyen kronik ates gibi farkli semptomlarin oldugu
durumlarda bu parazitin aragtirilmasi gerektigi ifade edilmistir (Galvan ve ark.,
2011).

Microsporidiosis ile ilgili ¢alismalar {ilkemizde de yapilmaktadir.
AIDS’li bir hastada uzun siire diyare sikayeti sonrasinda diski incelemesi
sonucu Cryptosporidium ookistleri ile birlikte Microsporidium sporlar
gozlemlenmistir. (Biiget ve ark., 2000).

Yazar ve arkadaglarinin bildirdiklerine gore kemoterapi goéren akut
myeloblastik 16semi hastasinin BAL 6rneginde Microsporidium sporlari tespit
edilmistir. (Yazar ve ark., 2003)
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2.6. BULASMA

Microsporidian parazitlerin enfektif olan formu sporlaridir. Sporlarin duvarlari
protein ve kitinden olustugu i¢in olabildigince direngli yapidadirlar. Parazitin
bulas kaynaklari ve bulagma yollar1 tam anlamiyla agiklanamamasina kars;
diski, idrar ve solunum yolu sekresyonlarinda bulunabilen bu organizma igin,
enfekte olan insan ya da hayvanlarin enfeksiyon kaynagi olarak goérev yapar.
Parazitin bulas1 kisiden kisiye, yiyecek ve igeceklerle, cinsel temasla, toplu
kullanim alanlar1 olan hamam, havuz gibi ortamlarla ve hayvanlar aracilig ile
gerceklesebilmektedir. Insana bulasan Microsporidia parazitlerinin neden
oldugu klinik sendromlar degerlendirildiginde bulas yolunun; goz, agiz ya da

solunum yolu ile oldugu in-vivo deneylerle kanitlanmistir (Didier ve ark.,

2004).
MIKROSPORIDIA VE INSAN ENFEKSIYONLARI
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Sekil 23. Microsporidia ve insan enfeksiyonlari arasindaki su-besin iliskisi
(Cali ve ark., 2005).
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2.6.1. Zoonotik Bulas
Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda Microsporidian parazitlerin hayvandan
insana bulagmasi ile ilgili kesin veri bulunmamaktadir. E.bieneusi ve E.
intestinalis’in sporlar1 kedi, kdpek, keci domuz, sigir, tavsan gibi evcil ve
ciftlik hayvanlarinda gozlemlenmistir. Ayrica E. bieneusi sporlari yabani
memeli hayvanlarda, endiistriyel kiimes hayvanlarinda ve kentsel giivercinler
gibi kuslarin digkilarinda goriilmiistiir (Desportes-Livage ve Darty 2005).
Yapilan gen dizi analizleriyle ile ilgili ¢alismalarda benzer suslarin
insanlarda ve hayvanlarda saptanmasi zoonotik bulagin gerceklestigini
aciklamaktadir. Zoonotik bulasmada kopeklerin - digkilarindaki  sporlarin
solunum yolu ile ya da oral yolla alinmasi sonucu parazitin bulasabilecegi
bildirilmektedir. D1s ortam kosullarina kars1 oldukga direngli olan sporlar sudan
ciktiktan sonra kurakliga karsida dayaniklidirlar. Bundan dolayir sporlarla
bulash olan su, yiyecek ya da solunum ile dolayli olarak zoonotik bulasin
gerceklesebilecegi iddia edilmektedir (Didier ve ark., 2004).
2.6.2. Insandan Insana Bulas
Bulagsmanin insandan insana olabilecegi dikkate alinmalidir. Microsporidian
parazitlerin bulagmas: ile ilgili olarak laboratuvar hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda, hayvandan hayvana bulagma yollarinin insandan insana bulasma
yollar1 ile benzerlik gosterecegi savunulmaktadir. Microsporidian parazitlerin
sporlart digki, idrar, ve solunum yolu ile etrafa dagilmaktadir. Bdoylelikle
insandan insana bulagin biiylik olasilikla fekal-oral yol ile ya da sporlarin
solunum ile etrafi kontamine ederek bulasmasi iddia edilebilir (Didier ve ark.,
2004).
2.6.3. Su Yolu ile Bulas
Bagirsakta bulunan Microsporidian  parazitlerinin - spor yapilari, su
kaynaklarinda saptanmistir. Sporlar dis ortam kosullarina karsi olabildigince
direnglidirler, bundan dolayr canliliklarini uzun siire boyunca suda devam
ettirebilirler. Bilindigi gibi spor yapilar1 oldukc¢a kiiclik olmalar1 nedeniyle su
filtrelerinden kolaylikla gegerler. Microsporidian parazitle enfekte olmus
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hayvanin idrar1 ya da digkist ile dis ortama atilan parazit sularda
kontaminasyon olusturur. Bu sebepten dolayr parazitin insana su yolu ile
bulasmasi diistiniilmektedir (Didier ve ark., 2004).

2.6.4. Besinler Araciigi ile Bulas

HIV ile enfekte bireylerde yapilan arastirmalarda iyi pismemis et yiyenlerde
Microsporidiosis’in bir tehdit olusturdugu tespit edilmistir. Parazit ile bulash
sularin  sulamada kullanilmas1 sonucu besinler araciligit ile bulasin
gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak spor yapilar1 birtakim
bitkilerde de tespit edilmistir (Didier ve ark., 2004).

2.6.5. Transplasental Bulas

Hayvanlarda yapilan arastirmalar sonucu Encephalitozoon tiirlerinin plesanta
araciligi ile bulaginin olabilecegi aciklanmistir. Buna ek olarak anneden bebege
plesanta araciligl ile gecisin kemirgenlerde, tavsanlarda, etoburlarda ve
primatlarda vertikal transmisyon ile gergeklesebilecegi agiklanmistir.
Gilinlimiize kadar konjenital olarak edinilmis insan enfeksiyonu saptanmamistir
(Didier ve ark., 2004).

2.6.6. Cinsel Yol ile Bulas

Microsporidian parazitlerle meydana gelen enfeksiyonlarda enfeksiyona neden
olan risk etmenleri arasinda homoseksiiellikte bulunmaktadir. Isveg’de
homoseksiieller iizerinde yapilan bir arastirma sonucu %33’linde anti-
Encephalitozoon cuniculi antikorlar1 saptanmis ve insanlar arasi bulasmada
katki saglayacagi belirtilmistir (Bergquist ve ark., 1984). AIDS hastalarinin
tiretra ya da prostat apsesi bulunanlarin idrar ve prostat salgilarinda
Microsporidia sporlart gézlemlenmis olup boylelikle cinsel yol ile transmisyon
ihtimalini tetikleyecegi bildirilmistir (Birthistle ve ark., 1996).

2.6.7. Vektorel Bulas

Microsporidia enfeksiyonlariin vektor araciligi ile bulagmasina dair veriler
bulunmamaktadir. Yapilan epidemiyolojik caligmalarda Mikrosporidium ile
enfekte olan HIV ile enfekte bireylerde bal aris1 ya da yaban arisi ile
sokulmanin vektor araciligiyla bulasta rol alabilecek risk etmenleri arasinda

gosterilmektedir (Didier ve ark., 2004).
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2.7. INSANLARDA  MICROSPORIDIOSIS’IN  YERLESTIGI
ORGANLAR, PATOJENITE VE KLINIK
2.7.1. Goz ve OKkiiler Yerlesim
Microsporidium tiirlerinden olan E. hellem ve E. cuniculi AIDS’li bireylerin
gozlerinde en fazla gozlemlenen tiirler olarak saptanmistir (Rosberger ve ark.,
1993). Tipik Microsporidium sporlar1 bu bireylerde okiiler biyopside kornea ve
konjonktiva epitelinde tespit edilmistir. V. corneum immiin sistemi baskilanmis
bireylerde sik olarak rastlanir ve diger Microsporidium tiirlerine gore derin ve
kornea stromasina kadar ilerleyen enfeksiyonlar olusturmaktadir (Joseph ve
ark., 2006).
2.7.2. Solunum Sistemi Yerlesimi
Solunum sistemi yerlesiminde enfeksiyona neden olan en sik gozlemlenen
Encephalitazoon cinsi Microsporidium’lardir. Alt solunum sistemi tutulumlari
genel olarak siniizit ile es zamanli olusmaktadir. E. hellem ile enfekte olan
AIDS’li bir hastada akciger semptomlar1 tespit edilmis; bronsit, bronsiolit ve
eroziv trakeit belirlenen hastanin balgam Orneginde sporlar bulunmustur
(Weber ve ark., 1993). Bronsiolit ve pndmonisi olan farkli bir AIDS hastasinda
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sporlar, brons, alveoller, maksiller siniis epiteli ile kronik dil tlserinde tespit
edilmistir (Schottelius ve Gongalves da Costa, 2000).

2.7.3. Genitoiiriner Sistem Yerlesimi

Uriner sistemde Microsporidiosis Encephalitozoon tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlara sik rastlanmaktadir. Hem AIDS’li hemde Encephalitozoon
enfeksiyonlu bireylerde g¢ogunlukla solunum sistemi, gz ve genitoiiriner
sistem yerlesimi goriilmektedir (Weber ve ark., 1994). AIDS’li bir hastanin E.
hellem ile enfekte olmasi sonucu otopsisi ile siddetli firiner sistem
enfeksiyonundan dolayr bobreklerde kronik yapt bozulmasi, graniilomatoz
interstisyel nefrit, lenfosit ve plazma hiicrelerinde artma, notrofil ve
histositlerde azalma tespit edilmistir (Schwartz ve ark.,, 1992). Eger
bobreklerde enfeksiyon varsa, sporlar altiiriner sisteme idrar ile birlikte
taginarak alt Uriner sisteme gecebilir ve nekrotizan iiretrit, sistit veya iiretrite
neden olabilmektedir. Sporlar {iretra hiicrelerinden, mesane yiizeyinden,
makrofajlardan ve tireteral mukozadan ayrigtirilabilirler.

Prostat apseleri genital sistemde sik olarak tespit edilmekte ve sporlar
nekrotik apse materyali, graniilasyon dokusu ve prostat bezleri hiicrelerinde
goriilmektedir.
2.7.4 Sindirim ve Safra Sistemi Yerlesimi
Yapilan bazi aragtirmalarla AIDS’li bireylerde olusan idiopatik diyarelerin
%50’sinin  nedeninin Microsporidium’lar oldugu ag¢iklanmistir. En fazla
rastlanan etkenler E. bieneusi, E. intestinalis ve E. cuniculi’dir. E. bieneusi ince
bagirsak  yerlesimlidir ve enterit ve {ilsere neden olmaktadir.
Encephalitozoonlar bolgesel olup, sporlar lamina propria epitelinden izole
edilebilmektedirler ~ (Schwartz  ve  ark, 1995, Weiss, 2001).
Encephalitozoon’larin neden oldugu enfeksiyonlarda uygulanan endoskopi ve
biyopsi metaryalindeki dokuda {ilsere rastlanmamaktadir. Sporlar lamina
propriada endotelial hiicrelerde tespit edilmektedir. Seyrek olarak kalin
bagirsak tutulumuna neden olmaktadir (Hewan-Lowe ve ark., 1997)

E. bieneusi genel olarak safra sistemi tutulumuna yol agabilmektedir.

Enfeksiyon parankim dig1 karaciger hiicrelerinde, safra kanali epitelinde, az

29



goriilmekle birlikte safra kesesinde de bulunabilmektedir. AIDS’li bir hastada
graniilomatdz hepatit tespit edilmistir (Bryan ve ark., 1993).

2.7.5. Merkezi Sinir Sistemi Tutulumu

Immiin sistem yetmezligi olan iki ¢ocugun merkezi sinir sisteminde E. cuniculi
enfeksiyonu saptanmistir (Berqusit ve ark., 1984). AIDS’li iki hastada yapilan
otopsi sonucunda serebrumda enfeksiyon goriilmiistiir. Lezyon derinde olmakla
birlikte serebral bolgede nekroz bulunmaktadir. Sporlar nekrotik alanda
makrofajlar iginde ve astrositlerde tespit edilmistir. Ayrica HIV ile enfekte olan
bir bireyde E. cuniculi'nin neden oldugu ensefalit olgusu saptanmistir
(Deplazes ve ark., 1996).

2.7.6. Diger Dokularda Yerlesim

Bir olguda peritonda 20 cm boyutunda nekroz, graniilomatéz olmayan
enflasmasyon ve Microsporidia sporlart bulunduran omentum kitlesi
bildirilmigtir. Ayrica bir AIDS hastasinin dilindeki tilserde sporlar tespit
edilmis, iki erkek AIDS hastasinda da kemikte agrili, radyolojik olarak yitik
lezyon gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak iskelet ve kas sisteminin
tutulabilecegi bildirilmistir (Cali ve ark., 2005).

2.8. LOKAL VE GENEL KLINIK BELIRTILER

2.8.1. Enterocytozoon bieneusi

E. bieneusi 6zellikle CD4 hiicreleri 50-100 hiicre/mm? altinda olan HIV ile
enfekte olan bireylerde diyare, anoreksi ve safra sistemi hastaliklarina neden
olabilmektedir (Eeftnick Schattenkerk ve ark., 1991). Bireylerde karin agrisi,
kusma, bulanti, ates gibi sikayetler olabilmekle birlikte diski incelemelerinde
kan ve lokosite rastlanmamaktadir.

Safra sisteminin tutulmasiyla kolesistit ve kolanjit meydana
gelebilmektedir. Bu durumdan dolay1 genel olarak iist karin agrisi olmaktadir.
Yapilan ultrasonografik ya da endoskopik arastirmalarda kanallarda genisleme,
safra kesesi duvarinda diizensizlik, incelme, distansiyon, papiller stenoz gibi
belirtiler varolmaktadir (Beangerie ve ark., 1992).

Solunum sistemi tutulmalart Oksiiriikk, dispne ve wheezinge neden
olmaktadir. Radyografide minimal infiltrasyon, az derecede efiizyon tepsit

edilmekle birlikte bronkoalveoler lavaj sivisinda ya da biyopsi sonucunda
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sporlara rastlanmaktadir. Bagka bir olguda ise bu enfeksiyon rinosiniizit ile
beraber tespit edilmistir (Hartskeerl ve ark., 1995).

2.8.2. Encephalitozoon Tiirleri

E. intestinalis diyare ve safra sistemi enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Akut
kolitle devam eden olgular tespit edilmistir. Sik bir sekilde karsilagilabilmekte
ve Ozellikle bobrek tutalmasina yol agabilmektedir. Bundan dolayi 16kositiiri ve
diziiri saptanmaktadir. Sik olarak karsilasilmasa da piiriilan {retrit, siniizit,
prostatit ve keratokonjuktivite neden olmaktadir.

E. hellem ve E. cuniculi gozlerde yabanci cisim hissi, kuruluk, bulanik
gorme, agri, fotofobi gibi keratokonjuktivite sebep olabilmektedir. Genel
olarak tek tarafli olmakla birlikte kornea iilserine ¢ok fazla rastlanmamaktadir
(Didier ve ark., 1991). AIDS’li bireylerde ise bronsiolit, nefrit, {iretrit, siniizit,
sistit, prostatit peritonit ve hepatit tespit edilen diger enfeksiyonlardir.

2.9. TANI

Microsporidia’larin tanisi 100 yildan fazla zamandir yapilmaktadir. Louis
Pasteur 1895-1870 yillarinda ipek boceklerinde enfeksiyona neden olan N.
bombycis’i tespit etmistir. Ilk memeli enfeksiyonu tanis1 1922 yilinda, ilk insan
enfeksiyonu ise 1927°de bildirilmistir (Magarinos, 1927). Matsubayashi ve
arkadaglar1 tarafindan 1959 yilinda 9 yasinda Japon bir cocukta ilk kez
gosterilmistir (Matsubayashi ve ark., 1959).

Insanlarda tepit edilen Microsporidia tiirlerinin biiyiikliigii 1-5 pm
arasinda olabilmektedir. Viicutta sindirim, dolasim, solunum, santral sinir
sistemi, genitoiiriner, bagisiklik ve endokrin sistemlerde doku ve organlara,
gbze, ve kaslara yerleserek enfeksiyona neden olmalarindan dolayr; tani
koyabilmek ig¢in digki, ¢esitli viicut sivilari, mukoza ve doku o&rnekleri
degerlendirilmektedir (Korkmaz ve Ok., 2011).

Laboratuvarda yapilan calismalarda Microsporidium’larin tanis1 bazi
nedenlerden dolay1 kolay olmamaktadir;
eTan1 i¢in tespit edilecek yapilarin ¢ok kiigiik olmalari nedeni ile 1sik

mikroskobunda goriilmeleri kolay degildir.
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e Parazitin i¢ yapisinin incelenmesi i¢in uygulanan genel tan1 yontemleri yeterli
degildir.

¢ Yapilan serolojik testlerde aktif enfeksiyonu gormek miimkiin degildir.

e Tan1 koymada etkili olan doku kiiltiirii, molekiiler yontemler ve 6zel boyama
yontemlerini uygulayabilmek i¢in 6zel laboratuvar ortamlar1 gerekmektedir.
Microsporidia tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonun varliginin anlagilabilmesi
igin;

e Sporlarin viicut sekresyonlarinda ya da ¢ikintilarinda saptanmast,

e Parazitin gelisim safhalarinin doku biyopsisinde ya da otopside bulunmasi ve
tespit edilmesi,

e Hasta serumlarinda antikorlarin bulunmasi,

eUygulanan hiicre kiiltlirii c¢aligmalarinda gelisim donemlerinin goriilmesi
gerekmektedir (Ozcel ve ark., 2007).

2.9.1. Isik ve Floresan Mikroskobisi Yontemleri

Microsporidian parazitlerinin tanisinin yapilmasinda kullanilan 1s1k ve floresan
mikroskoplar1 cins ve tlir ayrimi1 yapmak i¢in yeterli degildir. Buna ek olarak
parazitin i¢ yapisinin incelenmesi bu yontemlerle miimkiin degildir ve tecriibeli
kisiler tarafindan incelenmelir.

Floresan boyalar1 (Kalkoflor beyaz 2MR, acridin oranj ve Uvitex 2B),
Giemsa boyast, Asit Fast-Trikrom boyasi ve Weber’in Trikrom Boyast (WTS)
en fazla tercih edilen boyalar arasinda bulunmaktadir (Tablo 3) (Weber ve ark.,
1994).
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Tablo 3. Microsporidia tiirlerinde tani yapabilmek i¢in uygulanan boyama
yontemleri ve 6zellikleri (Weber ve ark., 1994).

Boyama
S Ornekler Ozellikleri A¢iklamalar
Teknikleri
Hizh ve hassas bir teknik
Diskr, Vucut 4 Sz : .~
Kitin spor duvar gerekmektedir. Biyopsi trneklerini
Floresan sivilars, Doku g Ny
. L parlak Floresan verir.  boyamada kullanighdir. Hassas, fakat
biyopsileri

spesifik degildir.

Spor duvar: pembe- Zaman alic: bir boyama yontemidir.
Chromotrope ve Digks, Vacut

. kirmizi boyamir, Modifiye boyalar kullanilarak boya
Modifiye swvilari, Doku 3 ; : o »
. L Zemin mavi veya suresi kisaltilabilir. Guvenilir ve
Chromotrope biyopsileri N
yesil boyanir. yapiimas: kolaydur.

Vacut sivilari, .
Yorumu zordur ctinku diger fekal

Giemsa Doku Acik mavi boyamir. »
; pereg elementlerle Karigtirilabilir.
biyopsileri
. Yorumu zordur ¢unku diger fekal
Gram Vucut sivilart - Gram variable

elementlerle karigtinlabilir.

Mavi veya soluk

- Doku - Hassas olup, standardize edilmemistir.
Modifiye Gram ) L kirmizi, zemin o o
biyopsileri - Deneyimli patologlar gereklidir.
kahverengi yesil
. Doku Zaman alhicaidir ve yorumlanmasi
Warthin Starry ’ po—
biyopsileri zordur.

2.9.1.1 Modifiye Trikrom boyalari

Weber’in Trikrom boyasi

Modifiye trikrom boyama yoOnteminin prensibi, Microsporidia sporlarina
boyanin ¢ok zor girmesine dayanmaktadir (Korkmaz ve Ok., 2011). Diski
orneklerinin boyanmasi ile uygulanan yontemdir. Boyama sonucunda spor
duvari parlak pembe renk ile boyanir ve spor yapisinin igi ise seffaf veya yatay
kosegen ¢izgi bigiminde gozlemlenmektedir (Sekil 25). Preperat zemini de
yesil ya da mavi olarak boyanmaktadir. Bu boyama ydnteminin hassasiyeti ve
O0zgliin olup olmadigi net olarak bilinmemekle birlikte bakterilerden
ayristirabilecek diyagonal ve ekvatorial ¢izgiler bulundugundan diger boyama

tekniklerine gore daha faydali oldugu belirtilmistir (Garcia, 2007).

33



Sekil 25. Microsporidia sporlarimin modifiye trikrom boyama ile 100X
biiylitmedeki goriintiisii

Ryan ve ark. ise boyayr hazirlarken fast green yerine anilin mavisi

kullanmiglar ve bu yontem ile parazitlerin daha iyi boyandigini saptanmiglardir

(Sekil 26) (Garcia, 2002).

L

Sekil 26. Encephalitozoon spp. anilin mavisi ile boyama goriintiisii (Garcia,
2002).

Acid Fast-Trikrom boyasi

Cryptosporidium parvum ve Microsporidia tiirlerinin tanisinin yapilabilmesi
icin Reisner ve ark. Asitfast-trikrom boyama yontemini gelistirmislerdir. Bu
boyama yontemi uygulandiginda Microsporidia sporlarin koyu kirmizi renkte,

zeminin ise mavimsi bir renkte boyandigi gézlemlenir (Reisner, Spring, 2000).
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2.9.1.2 Floresan Boyalar:
Microsporidian parazitlerin sporlarinin tanisinin koyulabilmesi i¢in uygulanan
floresan boyalar Kalkoflor beyaz 2MR, acridin oranj ve Uvitex 2B’dir. Hizl1 ve
pratik olmasi nedeni ile floresan boyama yontemi diger boyama yontemlerine
gore daha kullanigh olmasina karsin hassasiyeti yliksek degildir. Hassasiyetini
artirmak i¢in Orneklerin diger boyama yontemleri ve 6zellikle MTS ile es
zamanl boyanarak degerlendirilmeleri gerekmektedir (Karaca, Rota, 1996).
Kalkoflor beyaz 2MR
Kalkoflor ile boyanan &rnekler floresan mikroskobu altinda 395-415 nm dalga
boyuna sahip filtre ile incelenmektedir. Boya, spor duvarinin endospor
tabakasindaki kitine baglanmakta ve sporun, mavi-beyaz floresan vermesini
saglamaktadir. Yontemin duyarlilig1 yiiksek olmasina ragmen kitin bulunduran
baska mikroorganizmalar1 6zellikle de mantar sporlarini da boyadigindan
dolay1 hassasiyeti diisiiktiir. Ancak Microsporidia sporlarinin mantarlardan
daha kiiciik olmasi, tomurcuklanma yapmamalar1 nedeni ile mantarlardan
ayristirilabilirler. Bu boyama ile spor morfolojisi anlagilmasina karsin ig
yapisinin goriillmemesi boyanin dezavantajlarindandir (Karaca, Rota, 1996).
Kalkoflor boyama yontemi parazitlerin boyamasini saglamakla birlikte
Microsporidia sporlarinin canlilik testi i¢in de kullanilanir. Canli olan sporlar
Kalkoflor ile 395-415 nm dalga boyunda tukuaz-mavi renkte, 6lii olan sporlar

ise beyaz-sar1 renkte boyanmaktadir.
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Sekil 27. Kalkoflor ve MT ile boyanan sporlar

1: Mavimsi parlak olarak goriilenler Kalkoflor ile boyanmuis sporlar,
2: Tek olan spor, kirmizi olarak boyananlar ise i¢inde bakteri olanlar
3: Yesil ve sar1 renkte boyanan spor yapilari,

4: MTS ile boyanmis bos ve normal sporlar (Chioralia ve ark., 1998).

Uvitex 2B

Uvitex 2B yontemin ise Kalkoflor boyama ydnteminin presibi gibi boya spor
duvarinin endospor tabakasindaki kitin ile baglanarak mavi—beyaz floresan
vermektedir. Yine bu yontem ile kitin igeren diger mikroorganizmalar ve
Ozellikle mantar sporlar1 da boyanmaktadir (DeGirolami ve ark., 1995).
Akridin Oranj

Bu boyama yontemi ile boyanan preparatlarda sporlar turuncu floresan renk
vermektedir. Ancak zeminde turuncu renk verdiginden dolay:r sporlar
zeminden ve diger digki artiklarindan ayirt etmek kolay degildir. Bu boyama

yonteminde de sporlar ile mantarlar karistirilmaktadir (Joseph ve ark., 2006).
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2.9.1.3. Giemsa boyasi

Microsporidia tiirlerinin tanist yapilirken ilk olarak kolay bir yontem olan
giemsa boyama yOntemi uygulanabilir. Giemsa boyama yOntemi
uygulandiginda spor yapilar1 agik mavi olarak boyanmaktadir. Bu boyama
yontemi ile diski, viicut sivilari, sitolojik Ornekler ve intestinal biyopsi
ornekleri boyanabilmektedir. Fakat diski boyamasi yapildginda diskida bulunan
arttk maddelerden dolay1 spor yapilarmi ayirt etmek kolay degildir. Diski
boyamasi yapilirken tanmiyr kolaylastirabilmek icin diskilar filtrelerden
gecirilebilir ya da c¢oklastirma yoOntemleri uygularak arttk maddeler
uzaklastirilabilir. Diger inceleme Orneklerinde fazla miktarda artik madde
bulunmadigindan spor yapilarini ayirt etmek daha kolaydir (Garcia, 2007).
2.9.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Biyopsi ya da otopsi ile alinan doku Ornekleri TEM ile incelendiklerinde
parazitin tiim evreleri goriiliirken, viicut sivilarinda ve digkida sadece spor
yapilart  tespit edilebilmektedir. Microsporidia tiirlerinin  morfolojik
ozelliklerine gore yapilan cins ve tiir ayrimi TEM ile yapilan incelemelerde
tayin edilebilmektedir. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde meront,
sporont, sporun polar tiibiildeki sarmal yapisi, sira sayis1 ve bunlara ek olarak
diger i¢ yapiyr olusturan tipik Ozellikler kesin olarak olmasa da
gdzlemlenebilmektedir. Invaziv yontemler uygulamadan, TEM ile incelenen
diski Orneklerinde ve viicut sivilarinda sporlarin tespitinde ¢ok basarili
olunmamistir (Weber ve ark., 1994).

Pahali olmasi, viicut sivilar1 ve diski incelemelerinde kullanildiginda
hassas olmamasi, biyopsi yapabilmek i¢in invazif islemlere gerek duyulmasi ve
orneklerin hazirlanma asamalarinin ve incelenmesinin yorucu olmasi nedeni ile
TEM kullanilmasinda sorunlar yasanmaktadir.

2.9.3. Hiicre Kiiltiirii

Maymun bobrek hiicreleri ve insan akciger fibroblast kiiltiirlerinden kiiltiir
teknikleri kullanilarak izole edilen E. intestinalis, E. hellem, E. cuniculi ve
Nosema tiirleri kiiltiirde tretilebilmislerdir. E. bieneusi’nin in vitro olarak
kiltirtt  yapilmistir. Enfekte hiicre kiiltiirlerinde Microsporidia tiirlerini

gostermek 3-10 hafta siirebilmektedir. Bundan dolayr hiicre kiiltiirlerinden
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Microsporidia tiirlerini izole etmek giic ve zaman alicidir ve tan1 koymada
uygulanan rutin laboratuvar teknikleri arasinda onerilmemektedir (Ozcel ve
ark., 2007).

2.9.4. Seroloji

Microsporidia tiirlerine kars1 antikorlart tespit etmek i¢in uygulanan serolojik
yontemler immiin floresan, immiin peroksidaz, ELISA, ve western blot
yontemleridir. Yapilan ¢alismalarda yagamlarini tropikal bolgelerde stirdiirenler
ve tropik hastaliga sahip bireylerde E. cuniculi’ye kars1 seropozitivitenin arttigi
belirtilmistir. Sitmali hastalarda E. cuniculi’ ye %4,7 oraninda saptanirken,
schistosomiasisli hastalarda ise %9,1 oraninda seropozitivite tespit edilmistir
(Ozcel ve ark., 2007).

2.9.5. Molekiiler Teknikler

Microsporidial genom karakteri kiiciik subiinit ribozomal RNA (SSU-rRNA)
tizerinde yogunlagsmaktadir. SSU-rRNA gen dizilimi1987 yilinda Vossbrinck ve
arkadaglar1 tarafindan yayinlanmistir. Bu gen tipi 6karyot SSU-rRNA geninden
¢ok kisadir ve ayni dizilime sahip degildir. E. intestinalis, E. hellem, E. cuniculi
ve E. bieneusi’nin SSU-rRNA gen dizilimleri yayinlanmistir.

Molekiiler yontemler olarak SDS-PAGE, western blot, southern blot ve
son yillarda PCR kullanilmaktadir. Molekiiler yontemlerle TEM ile belirlenen
taksonomik siniflama arasinda bazi farkliliklar gériilmiistiir. Ornegin énceden
Septata intestinalis olarak adlandirilan organizma E. intestinalis olarak
adlandirilmaktadir (Ozcel ve ark., 2007).

2.9.6. Monoklonal antikorlarm kullanildigi Immiin Floresan Antikor (IFA-
MAbs) Yontemi

Bazi Microsporidia tiirlerine karst monoklonal ve poliklonal antikorlar
gelistirilmistir. Tiire 6zgii yiizey molekiilleri veya polar tiibiil yapisini taniyan
floresan isaretli monoklonal antikorlar tanida kullanilmaktadir. Monoklonal
antikorlar 6rnekte bulunan sporlarin spor duvarindaki proteinlere baglanmakta
ve floresan mikroskobunda sporlar parlak yesil rofle vermektedir. Fakat bu
yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliikleri ile ilgili baz1 g¢eliskiler bulunmaktadir

(Alfa ve ark., 2002).
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2.10. TEDAVI

Microsporidial ~enfeksiyonlarin  tedavisinde  metronidazol, itrakonazol,
oktreodil, primakin, azitromisin ve kinakrin gibi ajanlar denenmis ancak
faydali olmamustir.

Diyare ve kilo kayb1 olan bazi hastalarda albendazol kullanilmis, fakat
tedavi yapildiktan sonra klinik olarak diizelme olsa bile digki 6rneklerinde spor
atitliminin devam ettigi gérilmiistiir.

E. bieneusi’nin neden oldugu diyareli {i¢ bircyde 20 giin boyunca oral
yolla 100 mg furazolidon kullanilmis, uzun siire diski Grneklerinde spor
goriilmezken, enfeksiyonun bir olguda 12 giin sonra tekrar ettigi saptanmaistir.

Enterocytozoon ve Encephalitazoon tiirlerinin tedavisinde albendaol
olabildigince basarilidir. Diyareli birgok bireyde ilag iki haftadan {i¢ aya kadar
uzun stireli, ikiye bolinme ile 400 mgkullanilmistir. Sintizit, keratokonjuktivit,
bronsit ve tretrit olgularinda fayda saglayan albendazoliin etki mekanizmasi,
mikrotiibiiller icindeki tiibiilin polimeraz1 baskilayarak, hiicre boliinmesi ve
beslenmesini bozma yolu ile oldugu bildirilmistir.Son zamanlarda ise
fumagillin tedavide basarilidir (Ozcel ve ark., 2007).

2.11. KORUNMA

Microsporidial enfeksiyonlarin  bulaginda insan viicut salgilarinin ve
cikartilarinin rolii bilinirken, hayvanlarin rolii tam olarak bilinmemektedir.
Sporlarin ¢evrede olabilecegi unutulmamalidir. Korunma yontemleri c¢ok
degildir ve ayrica hala Microsporidial enfeksiyonlar i¢in as1 gelismemistir.
Bundan dolay1:

e El temizligine 6nem verilmelidir. Etraftan ele bulasan sporlarin yani sira
balgam ve idrarla atilan sporlarla kontamine olan ellerin goze siiriilmesi ile
okiiler Microsporidiosis’in goriilebilecegi unutulmamalidir.

e Digki, balgam, idrar gibi ¢ikintilarin etrafi kirletmesi 6nlenmelidir.

¢ Yiyecekler 1yi temizlenmeli ve pisirilmelidir.

e Temiz igme sular tiikketilmeli gerekirse sular kaynatilmalidar.

e Evde hazirlanan lens soliisyonlari tercih edilmemelidir.

e Bulas riski olan kisilere albendazol kullanmalar1 dnerilmelidir (Ozcel ve ark.,

2007).
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3. GEREC VE YONTEM
I. Etik onay: Bu ¢alismanin, Cumhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 2015-08/02 no' lu ve 28.08.2015 tarihli karari ile etik onay1 alinmistir.
II. Arastirmanin yapildig1 yer, evren ve oérneklem: Calisma, Cumhuriyet
Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi Radyasyon
ve Tibbi Onkoloji Bilim Dallarina basvuran kemoterapi goéren, 22-82 yas
araliginda, anket formunu anlayip yanitlayabilecek ve calismaya katilmayi
onaylayan hastalar tizerinde yapilmis ve 6rneklem sayisi 100 kemoterapi alan
kanser hastasidir.

Saglik sorunu olmayan 100 kisiden ise kontrol grubu olusturulmustur.
III. Anket calismasi: Arastirmanin amacma uygun olarak anket formu
uygulanmistir (Ek-1). Anket uygulamasi yapilmadan 6nce ¢aligmanin evrenini
olusturan hastalarla tek tek goriisiilerek c¢alisma icerigi hakkinda bilgi
verilmigtir. Caligmaya katilmayr kabul eden hastalara onam formlar
okutulmus; calismayi kabul ettiklerine dair imzalar alinmistir. Onay1 alinan her
hastaya sosyo-demografik Ozellikleri ve hastalik siiregleri ile ilgili sorular
yoneltilmistir.
IV. Microsporidium spp.’nin Modifiye Trikrom boyama ve IFA Teknigi ile
incelenmesi
eDiski oOrneklerinin toplanmasi: Onayr aliman ve anket sorularini
cevaplandiran hastalardan diski ornekleri alinmigtir. Alinan digki Grnekleri
giinliik olarak Tibbi Parazitoloji Anabilim Dalina getirilmistir. Getirilen digki
orneklerine ilk asamada Modifiye trikrom boyama yontemi uygulanmak iizere
laboratuvarda boyama protokolii uygulanmistir. Daha sonra kit ¢alismasinda
kullanilmak {izere kalan diski orneklerine %10’ luk formalin eklenerek
muhafaza edilmistir.
e Calismanin gerceklestirildigi yer: Arastirmanin laboratuvar g¢alismalari
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali ve
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
o IFAT Cahsma prosediirii: Calismada, Bordier Affinity marka ticari kitler

kullanilmigtir. Microsporidia tiirlerinden E. bieneusi ve E. intestinalis varligi
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arastirtlmistir. IFA tekniginin asamalar1 IFA-MADbs’in yontem kisminda detayli
bir seklide verilmistir.

eTrikrom Boyama yontemi: Weber’in trikrom boya serisi laboratuvarda
hazirlanip digki yayilan preparatlara boyama protokolii uygulanmistir.
Modifiye trikrom boyasinin hazirlanmasi ve boyama protokolii Modifiye
trikrom boyama basliginin altinda ayrintili olarak anlatilmustir.

V. listatistiksel Analiz: Calismamizda elde edilen veriler SPSS (Ver:22,0)
programina Yyiiklenerek verilerin degerlendirilmelerinde 2x2 diizenlerde khi-
kare testi, cok gozli diizenlerde khi-kare testi, ¢ok gozlii diizenlerde khi-kare
testi varsayimlar1 yerine getirelemediginde khi-kare exact testlerinden monto
curlo yontemi kullanildi ve yanilma diizeyi 0,05 olarak alindu.

3.1. IFA-MADbs

Indirekt immiinofloresan antikor testi ile bagirsak Microsporidia tiirlerinden E.
bieneusi ve E. intestinalis’in monoklonal antikorlar olan anti-Enterocytozoon
bieneusi ve anti-Encephalitozoon intestinalis Kitleri ile (Bordier Affinity
Products, Switzerland) spesifik tanist konulmus olup, hazir kit i¢in {iretici
firmanin 6nerdigi prosediir uygulanmistir.

Yontem

1.Diski PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile seyreltilmistir. (1 hacim disk1 +
2 hacim PBS). Digkilar 50 pm (en iyi) veya 100 pm’lik filtre yardimiyla filtre
edilmistir.

2. Test edilecek 2 pum’lik digki numune siispansiyonu kuyucuklu lama
milropipet yardimi ile konulmustur ve bir saat boyunca 37 °C de ki etiivde
kurutulmustur.

3. Lamlar metanol ile tespit edilerek kurumaya birakilmigtir.

4. Tespit edilen lamlar aseton igerisinde -20 °C de 20 dk bekletilmis ve aseton
igcerisinden ¢ikartilan lamlar havada kurutulmustur.

5. Kuyucuklu lam tizerindeki herbir kuyucuga PBS damlatilmis ve oda 1sisinda
5 dakika bekledikten sonra numunelerin tizerindeki PBS pipet ile aspire
edilmistir.

6. Kuyucuklarin her birine 20 pm monoklonal antikor ilave edildikten sonra

nemli bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
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7. Lamlar PBS ile 3 kez yikandiktan sonra kuyularin kenarlarindan PBS aspire
edilmistir.
8. Her kuyucuga 20 um kullanima hazir konjugat ilave edilmistir. Karanlik,
nemli bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
9. Konjugati aspire ederek lamlar PBS ile yikanmustir.
10. Lamlardan tampon bosaltilmistir. Lamlarin alti ve dikkatli bir sekilde
numunelerin etrafi antijene dokunmadan kurulanmastir.
11. Her bir Ornegin tiizerine 1 damla gliserol, mounting medium ya da
gliserol+PBS ¢ozeltisi ilave edilip hava kabarcigi olugsmasindan sakinarak
kuyularin tizerine lamel (24 x 60 mm) yerlestirilmistir.
12. Uygun floresan ve immersiyon objektifi (x 100) bulunan bir floresan
mikroskobuyla gozlem yapilmistir. Lamlar karanlikta +4 °C’de birkag giin
stabildir.
3.2. Modifiye Trikrom Boyama (Weber’in Trikrom Boyasi, Chromotrope
2R boyas1)
Chromotrope 2R Boya Soliisyonun Hazirlanisi
e Chromotrope 2R 6.09
e Fast green 0.15¢
e Fosfotungustik Asit Hidrat 0.7¢g

Karigima 3 mL glasiyal asetik asit eklenerek havan igerisinde ezilerek
karistirilmis ve 30 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Karisim {izerine 100 mL’ye
tamamlanacak sekilde distile su eklenmis ve homojen bir karisim elde edilene
kadar karistirilmstir.

Karigimin pH’s1 2 N’lik HCl ile 2.5’a ayarlanmustir.

Soliisyon oda sicakliginda saklanmistir.
Asit Alkol’iin Hazirlanisi
¢900 mL saf etanol iizerine 100 mL distile su eklenerek %90’lik etil alkol
hazirlanmistir.
9955 mL % 90’lik etil alkolden alinmig ve 4.5 mL glasiyal asetik asit ile
karistirilarak asit alkol hazirlanmigtir.

e Soliisyon oda sicakliginda saklanmistir.
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Yontem

1. Hazirlanan boya serisi, lam boyama istasyonunda boyama ptotokoliindeki
siralamaya gore salelere yerlestirilmistir.

2. Diski orneklerinden sulu boya firgast yardimi ile yayma yapilmistir ve
yaymalar havada kurutulmustur.

3. Preparatlar saf metil alkol ile dolu olan saleye konulmustur ve oda 1sisinda
5-10 dk inkiibe edilmistir.

4. Orneklerden fazla alkol uzaklastirilnug ve preparat havada kurutulduktan
sonra 1 dk musluk suyunda bekletilmistir.

5. Preparatlar chromotrope 2R boyasi icerisinde 90 dk oda 1sisinda inkiibe
edilmistir.

5. Preparatlar asit alkol icerisinde 8-10 sn bekletilmistir.

6. Preparatlar %95°1ik metanol icerisinde 10 sn bekletilmistir.

7. Preparatlar %95°1lik metanol icerisinde 5 dk bekletilmistir.

8. Preparatlar %100’liik metanol icerisinde 5 dk bekletilmistir.

9. Preparatlar %100’liikk metanol igerisinde 5 dk bekletilmistir.

10. Preparatlar ksilen icerisinde 5 dk bekletilmistir.

11.Preparatlar ikinci bir ksilende 5 dk daha bekletilmistir.

Ksilen igerisinden ¢ikardiktan lamlar kurutulmus ve immersiyon yagi

damlatilarak 151k mikroskobunda X100’lik biiylitmede incelenmistir.




Sekil 28. Lam boyama istasyonu ile Weber’in Trikrom Boyama protokolii
uygulamasi

4. BULGULAR
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesinde tedavi géren 100 kanserli hasta ve
herhangi bir hastalig1 olmayan 100 saglam bireyden digki drnekleri toplanarak
ve hasta grubu ile kontrol gruplari sonuglari karsilastirilarak anlamli bir
farklilik olup olmadigit MT boyama ve IFAT yontemiyle aragtirilmistir. Hasta
ve kontrol gruplarinin bazi demografik oOzellikleri asagidaki tablolarda ve
metinde sunulmustur.

Gruplardaki hasta bireylerin cinsiyet yoniinden dagilimina gore 100
bireyden 46’smin (%46) kadin, 54 (%54) kisinin ise erkek oldugu anket sonucu
belirlenmistir.

Tablo 4. Gruplardaki hasta bireylerin yas dagilimlari

Yas Gruplari S %
18-28 yas 2 2,0
29-39 yas 7 7,0
40-50 yas 19 19,0
51+ yas 72 72,0
Toplam 100 | 100,0

Calismada deney grubunu olusturan kemoterapi alan bireylerin yaslari

min 22 max 82 olup agirlikli yas degerleri 57,73 olarak belirlenmistir.

Tablo 5. Gruplardaki hasta bireylerin mesleki durumlari

Meslekler Sayi %
Ev hanim 40 40,0
Isci 5 5,0
Memur 3 3,0
Serbest
Meslek 1 11,0
Emekli 41 41,0
Toplam 100 100,0

Deney grubundaki bireylerin ¢ogunlugunu ev hanimlari ve emekliler
olustururken farkli meslek gruplarina sahip bireylerde bulunmaktadirlar.
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Kemoterapi siirecinde olan 100 bireyimizden 19’unun (%19) akciger,
13’1iniin (%13) kolon, 29’unun (%29) meme, 3’iiniin (%3) prostat, 12’sinin (%12)
birden fazla organinda kanserli hiicrelerin oldugu ve 24 (%24) kisinin ise diger
grubundaki kanser tiplerine sahip olduklari anket sonucu belirlenmistir. Diger
grubunda bulunan kanser tipleri ise sunlardir: beyin, mide, pankreas, bobrek,
kemik, rahim, over, karaciger, yumusak doku, mesane, cilt, nazofarenks

kanserleridir.

Tablo 6. Kanserli hastalarla, Kontrol grubunun MT Boyama ile Microsporidium
tiirlerinin goériilme durumu sonuglariin dagilimi

MT Boyama ile
Microsporidium spp.
goriilme durumu
Gruplar Negatif | Pozitif | Toplam
Hasta S 87 13 100
% 87,0 13,0 100,0
Kontrol S 95 5 100
% 95,0 5,0 100,0
Toplam S 182 18 200
% 91,0 9,0 100,0
X2=3,90 p=0,048 p<0,05 6nemli

Tabloda 6’da goriildiigi gibi diski 6rneklerinin MT Boyama ile boyanip 151k
mikroskonunda incelenmesi sonucunda kanserli bireylerin 13’tinde (%13), saglikli
bireylerinden olusan kontrol grubunun 5’inde (%5) Microsporidium pozitifligi
goriilmiis her iki gruptaki bireylerde Microsporidium tiirlerinin goriillme durumu
acisindan aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p<0,05).
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Sekil 29. Modifiye trikrom boyama yontemi ile tespit edilen Microsporidia
sporlari (x100)

Tablo 7. Gruplarda IFA teknigi ile E. bieneusi’nin goriillme durumu

Enterocytozoon bieneusi’nin 1FA
Teknigi ile Goriilme Durumu
Gruplar Negatif | Pozitif Toplam
Hasta S 82 18 100
% 82,0 18,0 100,0
Kontrol S 44 6 50
% 88,0 12,0 100,0
Toplam S 126 24 150
% 84,0 16,0 100,0
X?=0,89 p=0,345 p>0,05 6nemsiz

Caligmamizda IFA testi ile 100 kanserli bireyin 18’inde ( %18,0), kontrol
grubunu olusturan 50 bireyden ise 6’sinda (%12,0) E. bieneusi pozitifligi
saptanmig olup, her iki gruptaki bireylerin IFA teknigi ile E. bieneusi inceleme
goriilme durumu agisindan aralarindaki farkin istatistiksel olarak énemsiz oldugu
bulunmustur (p>0,05). Buna ragmen hasta grubunda E. bieneusi pozitifliginin

daha fazla oldugu saptanmistir.
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Tablo 8. Gruplarda IFA teknigi ile E. intestinalis ’in goriillme durumu

Encephalitozoon intestinalis’in |FA
Teknigi ile Goriilme Durumu
Gruplar Negatif Pozitif Toplam
Hasta S 84 16 100
% 84,0 16,0 100,0
Kontrol S 47 3 50
% 94,0 6,0 100,0
Toplam S 131 19 150
% 87,3 12,7 100,0
X?=3,01 p=0,089 p>0,05 6nemsiz

Tablo 8 de goriildigi gibi 100 kanserli bireyin 16’sinda (%16,0) ve kontrol
grubunu olusturan 50 bireyden 3’iinde (% 6,0 ) ise E. intestinalis saptanmis olup
her iki gruptaki bireylerin IFA teknigi ile E. intestinalis goériilme durumu
acisindan arasindaki farkin istatistiksel olarak ©nemsiz oldugu bulunmustur
(p>0,05). Buna ragmen hasta grubunda E. intestinalis pozitifliginin daha fazla

oldugu goriilmektedir.

Sekil 30. IFA-MADs ile pozitif tespit edilen E.intestinalis sporlar1 (x100)

Calismaya dahil edilen bireylerde yapilan anket sonucunda Microsporidium
tiirlerinin goriilmesi durumu ile diizenli el yikama aligkanlig1 ve igme sularinda
dezenfeksiyona verilen dnemle ilgili yapilan karsilagtirma sonucunda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
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Tablo 9. MT boyama ile gériilen Microsporidium pozitifliginin kanser tipleri ile
arasinda yapilan karsilastirmasi

MT Boyama Ile Microsporidium
Kanser Pozitifligi
tipleri Negatif Pozitif Toplam
Akciger S 17 2 19
% 89,5 10,5 100,0
Kolon S 9 4 13
% 69,2 30,8 100,0
Meme S 24 5 29
% 82,8 17,2 100,0
Prostat S 3 0 3
% 100,0 0,0 100,0
Mix S 12 0 12
% 100,0 0,0 100,0
Diger S 22 2 24
% 91,7 8,3 100,0
Toplam S 87 13 100
% 87,0 13,0 100,0
X?=5,63 p=0,292 p>0,05 6nemsiz

Tablo 9’da gorildigi gibi MT ile tespit edilen Microsporidium
pozitifliginin kanser tipleri ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 10. IFA teknigi ile pozitifligi saptanan Enterocytozoon bieneusi’nin kanser
tipleri ile arasinda yapilan karsilagtirmasi

IFA Teknigi ile Enterocytozoon
Kanser bieneusi Pozitifligi
Tipleri Negatif | Pozitif Toplam
Akciger S 15 4 19
% 78,9 21,1 100,0
Kolon S 11 2 13
% 84,6 15,4 100,0
Meme S 23 6 29
% 79,3 20,7 100,0
Prostat S 3 0 3
% 100,0 0,0 100,0
Mix S 11 1 12
% 91,7 8,3 100,0
Diger S 19 5 24
% 79,2 20,8 100,0
Total S 82 18 100
% 82,0 18,0 100,0
X2=1,41 p=0,954 p>0,05 6nemsiz
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Tablo 10°da goriildiigii gibi IFA teknigi ile tespit edilen Enterocytozoon

bieneusi pozitifliginin kanser tipleri ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 11. IFA Teknigi ile Pozitifligi saptanan E. intestinalis’in kanser tipleri ile

arasinda yapilan karsilastirmast

IFA Teknigi ile Encephalitozoon
Kanser intestinalis Pozitifligi
Tipleri Negatif | Pozitif Toplam
Akciger S 16 3 19
% 84,2 15,8 100,0
Kolon S 11 2 13
% 84,6 15,4 100,0
Meme S 26 3 29
% 89,7 10,3 100,0
Prostat S 3 0 3
% 100,0 0,0 100,0
Mix S 12 0 12
% 100,0 0,0 100,0
Diger S 16 8 24
% 66,7 33,3 100,0
Total S 84 16 100
% 84,0 16,0 100,0
X*=7,41 p=0,155 p>0,05 6nemsiz

Tablo 11°’de goriildigii gibi IFA teknigi ile tespit edilen Encephalitozoon
intestinalis pozitifliginin kanser tipleri ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki

fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 12. MT boyama Ile goriilen Microsporidium pozitifliginin hastalik siiresi ile

arasinda yapilan karsilastirmast

MT Boyama ile Microsporidium
Hastahk POZitiﬂigi
Siireleri Negatif | Pozitif Toplam
1-3yil S 63 10 73
% 86,3 13,7 100,0
4-6 y1l S 18 0 18
% 100,0 0,0 100,0
7-9 yil S 4 3 7
% 57,1 42,9 100,0
10 + yul S 2 0 2
% 100,0 0,0 100,0
Toplam S 87 13 100
% 87,0 13,0 100,0
X?>=7,39 p=0,041 p<0,05 onemli

Tablo 12°de gortldigi gibi MT ile tespit edilen Microsporidium

pozitifliginin hastalik siiresi ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 13. [IFA teknigi ile pozitifligi saptanan Enterocytozoon bieneusi’nin
hastalik stiresi ile arasinda yapilan karsilastirmast
IFA Teknigi ile Enterocytozoon
Hastalik bieneusi Pozitifligi
Siireleri Negatif | Pozitif Toplam
1-3 yil S 61 12 73
% 83,6 16,4 100,0
4-6 y1l S 16 2 18
% 88,9 11,1 100,0
7-9 yil S 4 3 7
% 57,1 42,9 100,0
10 + yul S 1 1 2
% 50,0 50,0 100,0
Toplam S 82 18 100
% 82,0 18,0 100,0
X?=5,10 p=0,124 p>0,05 6nemsiz
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Tablo 13’de goriildiigii gibi IFA teknigi ile tespit edilen Enterocytozoon
bieneusi pozitifliginin hastalik siiresi ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki

fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 14. IFA teknigi ile pozitifligi saptanan FEncephalitozoon intestinalis in
kanser tipleri ile arasinda yapilan karsilastirmast

IFA Teknigi ile Encephalitozoon
Hastahk intestinalis Pozitifligi
Siireleri Negatif | Pozitif Toplam
1-3yil S 61 12 73
% 83,6 16,4 100,0
4-6 y1l S 15 3 18
% 83,3 16,7 100,0
7-9 yul S 6 1 7
% 85,7 14,3 100,0
10 + yul S 2 0 2
% 100,0 0,0 100,0
Toplam S 84 16 100
% 84,0 16,0 100,0
X>=0,39 p=0,994 p>0,05 dnemsiz

Tablo 14’de goriildiigii gibi IFA teknigi ile tespit edilen Encephalitozoon
intestinalis pozitifliginin hastalik siiresi ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki

fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 15. MT boyama ile goriilen Microsporidium pozitifliginin kan nakli olanlar
ile arasinda yapilan karsilagtirmasi

MT Boyama Ile Microsporidium
Kan Nakli Pozitifligi

Durumu Negatif | Pozitif Toplam

Kan nakli S 29 2 31
olanlar % 93,5 6,5 100,0

Kan nakli S 58 11 69
olmayanlar % 84,1 15,9 100,0
Toplam S 87 13 100
% 87,0 13,0 100,0

X*=1,70 p=0,192 p>0,05 6nemsiz
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Tablo 15°de gorildagi gibi MT ile tespit edilen Microsporidium
pozitifliginin kan nakli olanlar ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 16. IFA teknigi ile pozitifligi saptanan Enterocytozoon bieneusi’nin

kan nakli olanlar ile arasinda yapilan karsilastirmasi

IFA Teknigi ile Enterocytozoon
Kan Nakli bieneusi Pozitifligi
Durumu Negatif | Pozitif Toplam
Kan nakli S 25 6 31
olanlar % 80,6% | 19,4% 100,0%
Kan nakli S 57 12 69
olmayanlar % 82,6% | 17,4% 100,0%
Toplam S 82 18 100
% 82,0% 18,0% 100,0%
X?=0,05 p=0,813 p>0,05 6nemsiz

Tablo 16’da gorildiigii gibi IFA teknigi ile tespit edilen Enterocytozoon
bieneusi pozitifliginin kan nakli olanlar ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 17. TFA teknigi ile pozitifligi saptanan Encephalitozoon intestinalis’in Kan
nakli olanlar ile arasinda yapilan Karsilagtirmasi

IFA Teknigi ile Enterocytozoon
Kan Nakli bieneusi Pozitifligi
Durumu Negatif | Pozitif Toplam
Kan nakli S 27 4 31
olanlar % 87,1 12,9 100,0%
Kan nakli S 57 12 69
olmayanlar % 82,6 17,4 100,0
Toplam S 84 16 100
% 84,0 16,0 100,0
X2=0,32 p=0,572 p>0,05 6nemsiz

Tablo 17°de goriildiigli gibi IFA teknigi ile tespit edilen Encephalitozoon

intestinalis pozitifliginin kan nakli

olanlar

ile kiyaslamasi

aralarindaki fark istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Gruplar

MT Boyama ile Cryptosporidium
tiirlerinin goriilme durumu

yapildiginda



Negatif | Pozitif Toplam
Hasta S 87 13 100
% 87,0 13,0 100,0
Kontrol S 94 6 100
% 94,0 6,0 100,0
Toplam S 181 19 200
% 90,5 9,5 100,0

Calismada MT boyama yontemi ile

boyanmig preparatlar

incelenirken

Ctyptosporidium spp. ve Cyclospora spp. tiirleri gézlemlenmistir. Bu parazitlerin

goriilme durumlari ve 151k mikrobundaki goriintiileri asagida verilmisitir.

p>0,05 dnemsiz

=) 85 p=0,091

Tablo 18. Kanserli hastalarla, Kontrol grubunun MT Boyama ile Cryptosporidium
goriilme durumu sonuglarinin dagilimi
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Sekil 31. Modifiye trikrom boyama yontemi ile tespit edilen Cryptosporidium
spp.
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Tablo 19. Kanserli hastalarla, Kontrol grubunun MT Boyama ile Cyclospora
goriilme durumu sonuglarinin dagilimi

MT Boyama ile Cyclospora spp.
Pozitifligi
Gruplar Negatif | Pozitif Toplam
Hasta S 95 5 100
% 95,0 5,0 100,0
Kontrol S 97 3 100
% 94,0 3,0 100,0
Toplam S 192 8 200
% 96,0 4,0 100,0
X?=0,52 p=0,470 p>0,05 6nemsiz

Sekil 32. Modifiye trikrom boyama yontemi ile tespit edilen Cyclospora spp.
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5. TARTISMA

Microsporidian parazitler zorunlu hiicre i¢i parazittirler. Okaryotik hiicre
olmalarina ragmen Okaryotlara ait baz1i  karakteristik  ozellikleri
bulunmamaktadir. Klinik belirtiler enfeksiyonun yerlesim yeri ve konagin
immiin durumu ile baglantili olarak farklilik gdstermektedir. Insanlarda
goriilen Microsporidiosis 6nemli ve hizli gelisen firsatgi bir hastaliktir 6zellikle
de AIDS’li immiin baskin bireylerde daha ciddi seyretmektedir.
Microsporidia’larin tanisinda 11k mikroskobu, TEM, IFA teknigi ve molekiiler
yontemler gibi degisik metodlar kullanilabilmektedir (Yazar ve ark., 2015).

Tur dizeyinde Microsporidium’larin saptanmasi tedavi icin 6nemlidir. Mevcut
tekniklerden, MT boyama yontemi tlirler arasinda ayirim yapamazken, PCR ise referans
bir laboratuar ve deneyimli teknik personel gerektirir. IFA testi, sik gorilen
Microsporidium tirleri arasinda ayirim yapabilen diger bir tekniktir. Ancak, diinya
genelinde bu teknigin etkinligi konusunda yapilmis calismalar oldukga sinirlidir. Bu
nedenle calismamizda, Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesinde kemoterapi alan kanserli hastalarda ve saglik sorunu olmayan bireylerde
Microsporidium tirlerinin tanisinda kullanilan modifiye trikrom boyama yontemi ile ve
en yaygin tiirleri olan E. bieneusi ve E. intestinalis varligi IFA teknigi ile arastirildi. immiin
sistemi baskilanmis bireyler olarak kemoterapi alan 100 hastadan MT boyama
kullanilarak 13’tinde (%13,0) Microsporidium spp. gorilirken kontrol grubunda bulunan
100 bireyde ise 5’inde (%5,0) pozitiflik gdzlemlenmis olup aralarindaki fark anlamli
bulunmustur (p<0,05). IFA testi ile 100 kanserli bireyin 18’inde ( %18,0), kontrol grubunu
olusturan 50 bireyden ise 6’sinda (%12,0) E. bieneusi pozitifligi saptanmis olup her iki
gruptaki bireylerin IFA teknigi ile E. bieneusi inceleme sonucunda farklilik istatistiksel
olarak 6nemsiz bulunmustur (p<0,05). Ayrica 100 kanserli bireyin 16’sinda (%16,0) ve
kontrol grubunu olusturan 50 bireyden 3’inde (% 6,0 ) ise E. intestinalis saptanmis olup
her iki gruptaki bireylerin IFA teknigi ile E. intestinalis inceleme sonucunda farkhlik
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p<0,05). Buna ragmen, hasta grubunda E.
bieneusi ve E. intestinalis pozitifliginin daha fazla oldugu gorilmektedir. Calismaya alinan
kanser hastalari baslica; akciger, kolon, meme, prostat kanserlerinden olusmaktaydi.
Hasta grubunu 46 kadin (%46,0), 54 (%54,0) erkek birey olusturmaktadir. Ayni hasta
grubunun yas durumlari degerlendirildiginde 22 ile 82 degerleri arasinda oldugu

gozlemlenmistir. Calismaya alinan 100 kanserli hastanin  meslek durumlari
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degerlendirildiginde 40’nin ev hanimi, 5’inin is¢i, 3’inlin memur, 11’inin serbest meslek,
41’inin ise emekli oldugu saptanmistir. Hastalarimizin 31’ine kan nakli yapilirken,
higbirisine organ nakli yapilmadigi belirlenmistir. Hastalarin kanser tanisi aldiklari sire
farklihk gostermekle birlikte, hastalik sireleri 1-6 yil arasinda olanlar ¢ogunlugu
olugturmaktadir ve MT ile tespit edilen Microsporidium pozitifliginin hastalik
stiresi ile kiyaslamasi yapildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0,05).

Ghoshal ve arkadaslart 200 immiin baskin bireyden (MT boyama
kullanilarak 19 Microsporidium’lu ve 181 Microsporidium’suz) alinan diski
numunelerini PCR-RFLP ve IFA teknikleri ile tiirlerin saptanmasi igin test
etmislerdir. Duyarlilik, 6zgiilliik, tanisal dogruluk, pozitif ve negatif prediktif
degerler standart formiiller kullanilarak hesaplamislar ve ii¢ test arasindaki
uyumu degerlendirmek i¢in Kappa istatistikleri kullanmislardir. 200 immiin
baskin bireyde PCR ve IFA yontemleri ile sirasiyla 21 ve 20 hastada
Microsporidium saptamiglardir. IFA testi ve PCR, Microsporidium’larla
enfekte tiim hastalarda E. bieneusi tiiriinii saptamislardir. MT boyama altin
standart olarak diistiniildiiglinde IFA yonteminin duyarliligi ve ozgilligi
sirastyla %100 ve %99.4 olarak tespit etmisler. PCR altin standart olarak
diistintildiiginde ise IFA yonteminin duyarlilig1 ve 6zgiilliigi sirastyla %100 ve
%95.2 olarak bulmuslardir. MT boyama ve PCR ile yiiksek test uyumunun
yanisira [FA yOnteminin tanisal dogrulugu %99.5 cikmistir. Sonug olarak,
tiirlere 6zgii monoklonal antikora dayali immiinofloresan antikor teknigini, son
derece duyarl ve 6zgiil bir teknik oldugunu calismalarinda belirlemisler ve E.
bieneusi, IFA teknigi kullanilarak saptanan en yaygin tiir olarak saptamiglardir.
Tiir diizeyinde Microsporidium’larin saptanmasinin, enfekte hastalara uygun
tedavinin verilmesi agisindan zorunlu oldugunu ve bu nedenle klinik
laboratuarda, immiin baskin bireylerde enfekte eden en yaygin Microsporidium
tiirlerinin saptanmasinda ve aralarinda ayirim yapilmasinda IFA teknigine yer
verilmesi gerektigini savunmuslardir (Ghoshal ve ark., 2016).

Tiirk ve arkadaslar1 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine bagvuran
ishalli hastalardan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
gonderilen diski Orneklerinde {i¢ farkli boyama yontemi kullanarak

Microsporidia sikligin1 aragtirmig ve bu yoOntemlerin karsilagtirmasini
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yapmuslardir. Caligmada, 225 ishalli hastaya ait digki 6rnekleri MT, CF, ve AO
yontemleriyle  boyanarak ~ Microsporidia  agisindan  incelemislerdir.
Arastirmada, ishalli hastalarin %9.8 (22/225)’inde Microsporidia varligi
saptanmig; bu oranin ¢ocuk yas grubunda %9.5 (8/84), eriskinlerde %9.9
(14/141) oldugu belirlenmistir. Eriskin-cocuk yas gruplart ve kadin-erkek
cinsiyetleri arasinda Microsporidia goriilmesi agisindan istatistiksel olarak
anlamli1 fark bulunmamistir (p>0.05). Boyama yontemlerinin karsilagtirmasinda
MTS yontemi referans alindiginda, AO yonteminin duyarlilik, 6zgiilliik ve
tutarlilik oranlart sirasiyla %100, %91.6 ve %92 olarak saptanmis; bu degerler
CF yontemi i¢in sirastyla %95.4, %99.5 ve %99.1 olarak belirlenmistir. CF
boyama ile MTS arasinda c¢ok gii¢lii ve anlamli bir korelasyon saptanirken, AO
ile korelasyon giiglii ve anlamli olarak izlenmistir. AO yonteminde boyall
preparatin zemininin de turuncu renge boyanmasi ve boya artiklarinin ortamda
yogun bulunmasi yorumlamada giicliik olusturmus, hizli ve pratik bir yontem
olmasima ragmen pozitif prediktif degeri diisiik (%56.4) olarak saptanmistir.
Caligsmalarinda, ishalli olgularin diski drneklerinin Microsporidia agisindan da
arastirilmast gerektigi kanisina varmuglar ve rutin laboratuvarlarda MTS
yontemiyle birlikte CF boyama yonteminin kullanilmasiin, Microsporidia
tanisinda duyarliligi ve gilivenilirligi artiracagini diisiinmektedirler (Tirk ve
ark., 2010).

Microsporidiosis’in insanlardaki prevelansi ile ilgili yapilan calisma
sayist lilkemizde olduk¢a azdir. Karaman ve arkadaslarimin 2007 yilinda
yaptiklart ¢alismada kanser tanisi almis hastalarda Microsporidium spp.’nin
prevelansinin belirlenmesi amaglanmis olup 320 hastadan alinan diski 6rnekleri
nativ-lugol, sedimentasyon yontemleriyle incelenmis ve modifiye trikrom,
kalkoflor boyalari ile de degerlendirilmistir. Kanser tanisi almamis 320 hasta
ise kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Calismada hasta grubunda %10,9,
kontrol grubunda ise %5,6 oraninda Microsporidium’a rastlanilmistir. Kontrol
ve hasta grubunun karsilastirilmasinda Microsporidium goriilmesi bakimindan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmigtir
(Karaman ve ark., 2008)

Alfa ve arkadaslarinin yaptigi iki aylik ¢alisma siirecinde E. bieneusi, E.

intestinalis igin spesifik monoklonal problar kullanilarak IFA  testi
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uygulamiglardir. HIV’li 61 erigkin birey ve 71 saglikli ¢ocugu caligmalarina
dahil etmisler. Diskilarin1 inceledikleri HIV ile enfekte olan 61 bireyin 8’inde
(%13,1) Microsporidia saptamiglardir. Tek bir tiir olarak E. bieneusi tespit
etmislerdir. 71 saglikli ¢ocukta ise Microsporidia’ ya rastlamamislardir. Altin
standart IFAT duyarliligit ve Ozglnligli olarak kullanilan PCR, ile
karsilastirildiginda %100 olarak belirlemisler. Ayrica, IFAT ile tiirlerin
tanimlanmasimin PCR’dan daha hizli ve ucuz oldugunu savunmuslardir. Bu
sonuglarina dayanarak, gelismekte olan iilkelerde Microsporidia saptamasi igin
IFAT’1in uygun oldugunu ileri siirmiislerdir (Alfa Cisse ve ark., 2002). Ancak
Massachusett’de yapilan baska bir ¢alismada sirasiyla primer ve sekonder PCR
referans standart alinarak IFA tekniginin duyarlilign %87, ancak o6zgilligi
%100 olarak bildirilmistir (Singh ve ark., 2005).

Malezya’da Al-Mekhlafi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada
Microsporidian sporlar1 igin 6nce Weberin modifiye trikrom ile boyama
yapmiglar ve boyanan 50 pozitif 50 negatif diski 6rneklerinde IFA-MAD
kullanarak inceleme yapmuslardir. inceledikleri 100 6rnekten IFA-mAb
tarafindan tanimlanan Mikrosporidiyal sporlar i¢in E. bieneusi '42 (% 75), E.
intestinalis 7 (% 12,5) ve 7 (% 12,5) si karisik enfeksiyonlar olarak
saptamiglar ve Microsporidium sporlarinin saptanmasinda IFA tekniginin
duyarliliginin daha yiiksek (%98), ancak Ozgilligii daha disik (%86)
bildirilmistir (Al-Mekhlafi ve arkadaslari, 2011).

Matos ve arkadaglarinin Portekiz’de yaptiklar bir calismada IFA teknigi
immiin  yetmezlik sendromu  (AIDS) hastalarinin ~ diskilarinda
Microsporidium’larin  sporlarinin saptanmasinda miikkemmel bir duyarlilik
gosterdigini aciklayarak, ayni numuneler {izerindeki MT boyamasinin
sonuglariyla daha biiyiik korelasyonlara sahip oldugunu belirtmiglerdir (Matos
ve ark., 2002).

Bu ve benzeri caligmalara dayanarak son derece duyarli ve 0zgiil

monoklonal antikor bazli IFA testi klinik laboratuarlarda Microsporidium

sporlarinin saptanmast i¢in umut verici bir teknik olabilir.

Son zamanlarda Cetinkaya ve arkadaslar1 IFA yontemiyle kemik iligi nakli

yapilan hastalarda E. intestinalis (%25.5), E. bieneusi (%4) ve karma enfeksiyon

(%9.5) saptamislardir (Cetinkaya ve ark., 2015).
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Hamamci ve arkadaslar1 IFA yontemiyle kemoterapi géormekte olan kanser
hastalar1 iizerinde yapilan bagska bir calismada hastalarin %46.2°sinde E.
intestinalis, %9.7’sinde E. bieneusi saptamiglardir (Hamamci ve ark., 2015).

Sivgin ve arkadaslarinin sunduklar1 olguda onceden akut myelomonositik
16semi (M4) tanist almis 50 yasindaki erkek hastada Temmuz 2009’da allojenik
hematopoietik kok hiicre nakli yapilmis ve nakil dncesi donemde, tam kan sayima,
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, koagulasyon parametreleri ve diger
Olctimler normal bulunmus. Naklin 14. giiniinde karinda huzursuzluk, bulant1 ve
yorgunluk gibi sikayetlerle birlikte sulu diare ortaya ¢ikmis. Digki incelemesinde
kanama bulgusu olmayan hastada, tiir-6zgiin IFA metodu ile nadir bir patojen olan
E.intestinalis saptamislardir (Sivgin ve ark., 2013). Boylelikle, IFA tekniginde
kullanilan tiirlere 6zgii monoklonal antikorlar, immiin baskin bireyleri enfekte
eden yaygin Microsporidium tiirlerini saptamaktadir. IFA teknigi Microsporidium
tiirlerini yaklagik olarak 2 saat 30 dakikada saptamakta olup, PCR’ye (yaklasik 5
saat) kiyasla daha az zaman almaktadir. Ayrica PCR’ye dayali tani referans
laboratuar, teknik uzmanlik ve standardizasyon gerektirmektedir. Buna karsilik
IFA teknigi ise kite dayali bir saptama yontemi olup, spor duvarinin parlak
floresan1 egitimli olmayan gozler i¢in bile saptamay1 kolaylastirir (Accoceberry
ve ark., 1999). Monoklonal antikorlar son derece tiire 6zgii olup, bu durum diger
tiirler, patojenler ve fekal debrisle ¢apraz reaksiyon olasiligini ortadan kaldirir. Bu
nedenle IFA teknigi, enfekte hastalara uygun tedavinin uygulanmasini
kolaylastirabilecek potansiyel bir tiir saptama teknigi olabilir.

Sonu¢ olarak, yapilan caligmalar geregince tiirlere 6zgii monoklonal
antikora dayali immiinofloresan antikor teknigi, son derece duyarli ve 6zgil bir
tekniktir. E. bieneusi, IFA teknigi kullanilarak saptanan en yaygin tiir olmustur.
Tir diizeyinde Microsporidium’larin saptanmasi, enfekte hastalara uygun
tedavinin verilmesi ag¢isindan zorunludur. Bu nedenle klinik laboratuvarda,
immiinokompromize hastalar1 enfekte eden en yaygin Microsporidium tiirlerinin
saptanmasinda ve aralarinda ayirim yapilmasinda IFA teknigine yer verilebilir.

Bu calisma ile Sivas ilinde Microsporidium tiirlerinin kanser hastalarinda
prevalansi ilk kez belirlenmis olup diinya ve iilke literatiiriine katki saglamasi

umut edilmektedir.
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EK1

ANKET FORMU

KANSER TEDAVIiSi ALAN HASTALARDA MIKROSPORIDIUM SPP.

Bu arastirma; Kanser tedavisi alan hastalarda Microsporidium spp.’nin sikligini
belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Anket sorularina vereceginiz cevaplar
durumun tam olarak ortaya konulmasina katki verecektir. Goriislerinizi bizimle

paylastiginiz icin tesekkiir ederiz.

1. Yas
2. Cinsiyet Kadin ()  Erkek ()
3. Mesleginizi belirtir misiniz?

Ev Hanimu( ) Isci( ) Memur( ) Serbest Meslek () Emekli( ) Diger( )
4. Medeni durumunuz nedir? Evli () Bekar ()

5. Diizenli el yikama aliskanligimiz var m1? Evet ( ) Hayir ()

(o2}

. Ieme sularinda dezenfeksiyona énem veriyor musunuz? Evet ( ) Hayir ()
7. Size organ nakli yapildtm1?  Evet( ) Hayir( )

8. Cevabiniz evet ise hangi organ nakli oldugunuzu ve zamanini belirtir
misiniz?

9. Size kan nakli yapildt m1? Evet( ) Hayir ()
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10. Cevabiniz evet ise ne zaman kan/kan {iriinii nakli oldugunuzu belirtir
misiniz?
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