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FARKLI HASTA GRUPLARINDA ENCEPHALITOZOON INTESTINALIS’İN 

ARAŞTIRILMASI 
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Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Parazitoloji Anabilim Dalı 

Doktora Tezi, Eylül 2014 

Danışman: Prof. Dr. Süleyman YAZAR 

 

ÖZET 

Bu çalışmada; immun sistemi baskılanmış ve immun sağlıklı kişilerden oluşan değişik 

hasta gruplarında fırsatçı bir parazit olan Encephalitozoon intestinalis’in farklı tanı 

yöntemleri ile yaygınlığının araştırılması, tanıda kullanılan yöntemlerin duyarlılık ve 

özgüllüklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya; 25’i onkolojik tedavi gören ve 

akut gastrointestinal şikayeti olan, 25’i kemik iliği transplantasyonu yapılmış ve akut 

gastrointestinal şikayeti olan, 25’i ürtikerli ve 25’i gelişme geriliği olan toplam 100 

hasta ile kontrol grubu olarak herhangi bir kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut 

gastrointestinal şikayeti olan 25 hasta ve 25 sağlıklı gönüllüden oluşan toplam 50 kişi 

dahil edilmiştir. Dışkı örneklerinin mikrosporidian parazitler açısından 

değerlendirilmesinde modifiye trikrom ve calcofluor white 2MR boyama yöntemleri ile 

Multiplex Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR), Monoklonal antikorların 

kullanıldığı Immun Floresan Antikor (IFA-MAbs), Nested PCR ve prob bazlı Real 

Time PCR olmak üzere toplam altı farklı yöntem kullanılmıştır. Modifiye trikrom 

boyama, calcofluor white 2MR ve Multiplex Real Time PCR yöntemleri ile intestinal 

sisteme yerleşen mikrosporidian parazitlerin varlığı tür ayrımı yapılmaksızın 

araştırılmıştır. Bu üç yöntemden Multiplex Real Time PCR ile elde edilen sonuçlar esas 

alınarak cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal varlığına göre mikrosporidian 

parazitlerin pozitiflik oranları belirlenmiştir. Aynı zamanda bu yöntem ile elde edilen 

sonuçlara göre modifiye trikrom ve calcofluor white 2MR boyama yöntemlerinin 

sensitivite ve spesifite değerleri belirlenmiştir. Onkolojik tedavi gören ve akut 

gastrointestinal rahatsızlığı olan hastalarda %52, kemik iliği transplantasyonu yapılmış 

ve akut gastrointestinal şikayetleri olan hastalarda %28, ürtiker şikayeti bulunan 

hastalarda %36, gelişme geriliği olan çocuklarda %44 ve kronik rahatsızlığı olmayan 

fakat akut gastrointestinal rahatsızlığı bulunan hastalarda ise %36 oranında pozitiflik 
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tespit edilmiştir. Multiplex Real Time PCR’ı referans test olarak aldığımızda modifiye 

trikrom boyama yönteminin sensitivitesi %65.4, spesifitesi %90.8; calcofluor white 

2MR boyama yönteminin sensitivitesi %71.2, spesifitesi %65.3 olarak belirlenmiştir. 

IFA-MAbs, Nested PCR ve prob bazlı Real Time PCR yöntemleri ile ise E.intestinalis 

araştırılmıştır. Bu yöntemlerden prob bazlı Real Time PCR ile elde edilen sonuçlar esas 

alınarak, cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal varlığına göre E.intestinalis pozitiflik 

oranları belirlenmiştir. Aynı zamanda bu veriler kullanılarak IFA-MAbs ve Nested PCR 

yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri de hesaplanmıştır. Onkolojik tedavi 

gören ve akut gastrointestinal rahatsızlığı olan hastalarda %40, kemik iliği 

transplantasyonu yapılmış ve akut gastrointestinal şikâyetleri olan hastalarda %24, 

ürtiker şikâyeti bulunan hastalarda%20, gelişme geriliği tespit edilen çocuklarda %40 ve 

kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal şikayeti bulunan hastalarda %28 

oranında pozitiflik tespit edilmiştir. Prob bazlı Real Time PCR referans test olarak 

alındığında; IFA-MAbs’ın sensitivitesi %56.4, spesifitesi %93.7; Nested PCR’ın 

sensitivite %30.8, spesifitesi %100 olarak belirlenmiştir. 

Sonuç olarak; E.intestinalis ve diğer mikrosporidian parazitler sadece immun sistemi 

baskılanmış hastalarda değil gelişme geriliği olan çocuklar, ürtikerli ve akut 

gastrointestinal şikayeti olan hastalarda da yaygın şekilde bulunmuştur. Mikrosporidian 

parazitler ile ilgili çalışmaların başka hastalık gruplarında da çalışılması gerektiğini 

düşünmekteyiz. Diğer taraftan; konvansiyonel yöntemlerin düşük sensitivite ve 

spesifiteye sahip olduğu, yalancı pozitiflik veya yanlış negatiflik verme olasılığının 

yüksek olduğu gözlemlenmiş ve bu nedenle de mikrosporidian parazitlerin tanısında 

real-time PCR yönteminin kullanılmasının gerekli olduğu kanaatine varılmıştır. 

Anahtar kelimeler: Microsporidia, Encephalitozoon intestinalis, Tanı, Kayseri  
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INVESTIGATION OF ENCEPHALITOZOON INTESTINALIS IN DIFFERENT 
PATIENT GROUPS. 

Ülfet ÇETİNKAYA 

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences 

Department of Parasitology 

Doctora Thesis, September 2014 

Supervisor: Prof. Dr. Süleyman YAZAR 

SUMMARY 

In this study; it was aimed to investigated the prevalence of Encephalitozoon intestinalis 

in different patients group consisting of immunocompromised and immunocompotent 

individuals with different diagnostic methods and to determine sensitivity and 

specificity of diagnostic methods used in study.  

100 patient's samples, consist of 25 of oncological treated and acute gastrointestinal 

complaints, 25 of bone marrow transplant and acute gastrointestinal complaints, 25 of 

urticaria and 25 of growth retardation, were included to study. As a control group; 25 of 

without any chronic disease but acute gastrointestinal complaints and 25 of healthy 

volunteers with a total of 50 people were including in.  Total of six different methods, 

including modified trichrome and calcofluor white 2MR staining methods, Multiplex 

Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR), immunofluorescence assay using 

monoclonal antibodies (IFA-MAbs), Nested PCR and probe based Real Time PCR, for 

the evaluation of microsporidia parasites of stool samples were used. Presence of 

microsporidian parasites who settled in the intestinal tract was researched by modified 

trichrome and calcofluor white 2MR staining methods, Multiplex Real Time were 

investigated without distinction of species. Positive rate of microsporidian parasites on 

the basis of the results obtained with Multiplex Real Time PCR were compared by sex, 

age, research groups and presence of diarrhea. According to the results obtained with 

this method modified trichrome and calcofluor white 2MR staining the sensitivity and 

specificity values were determined.  

52% of oncological treated and acute gastrointestinal complaint patients, 28% of bone 

marrow transplant and acute gastrointestinal complaints patients, 36% of urticaria 

patiens, 44% of growth retardation patients, 36% of without any chronic disease but 

acute gastrointestinal complaints patients were determined as positive. When Multiplex 

Real Time PCR is accepted as reference test, it has been found modified trichrome 
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method's sensitivity 65.4%, specificity 90.8%; calcofluor white 2MR staining method's 

sensitivity 71.2%, specificity 65.3%. 

Presence of E.intestinalis was investigated by IFA-MAbs, Nested PCR and prob based 

Real Time PCR. Positive rate of E.intestinalis on the basis of the results obtained with 

prob based Real Time PCR were identified by sex, age, research groups and presence of 

diarrhea. According to the results obtained with this method, IFA-MAbs and Nested 

PCR the sensitivity and specificity values were determined.  

40% of oncological treated and acute gastrointestinal complaint patients, 24% of bone 

marrow transplant and acute gastrointestinal complaints patients, 20% of urticaria 

patiens, 40% of growth retardation patients, 28% of without any chronic disease but 

acute gastrointestinal complaints patients were determined as positive. When probe 

based Real Time PCR test is accepted as reference, it has been found that IFA-MAbs's 

sensitivity 56.4%, specificity 93.7%; Nested PCR's sensitivity 30.8%, specificity 100%. 

As a result; E.intestinalis and other microsporidian parasites were found to be common 

not only in patients with immunocompromised but also of children with growth failure, 

urticaria and patients with acute gastrointestinal complaints. We think that 

microsporidian parasites in other disease groups need to be studied. On the other hand, 

conventional methods that have low sensitivity and specificity, false positive or false 

negative result have high possibility, therefore using of real-time PCR method on the 

diagnosis of microsporian parasites was needed to be necessary. 

 

Key Words: Microsporidia, Encephalitozoon intestinalis, Diagnosis, Kayseri         
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E. intestinalis: Encephalitozoon intestinalis 

E. bieneusi: Enterocytozoon bieneusi 

N. bombycis: Nosema bombycis 

E. cuniculi: Encephalitozoon cuniculi 

N. corneum: Nosema corneum 
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V. cornea: Vittaforma corneae 
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HIV: Human Immunodeficiency Virus 

AIDS: Acquired Immüno Deficieny Syndrom 

BAL: Bronkoalveolar Lavaj 

BOS: Beyin Omirilik Sıvısı 

PCR: Polimeraz Chance Reaksiyonu 

TEM: Transmission Elektron Mikroskobu 
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PAS: Periodic Acid Schiff boyası 
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TNF: Tümör nekrozis faktör 

IL: Interlökin 
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IgM: Immunoglobulin M 

bp: Baz pair  

SSU rRNA: Small subunit ribosomal ribonucleic acid 

LSU rRNA: Large subunit ribosomal ribonucleic acid 

sn: Saniye 

nm: Nanometre 

µm: Mikrometre 

NaOH: Sodyum hidroksit 

KOH: Potasyum hidroksit  

MgCl2: Magnezyum klorür 

GAA: Glasial Asetik Asit 
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  1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Mikrosporidian parazitler spor oluşturan, hem omurgalı hem de omurgasız birçok 

konağı enfekte eden, küçük, zorunlu hücre içi parazitleridir. 19. yüzyılın ortalarına 

doğru ipek böceği yetiştiriciliğine büyük zarar veren biber hastalığının etkeni olarak 

bulunmuştur. Aynı zamanda bazı mikrosporidia türleri de bal arılarında oldukça yıkıcı 

ve yaygın enfeksiyonlara sebep olabilmekte ve arıcılık sektöründe ciddi maddi sorunlar 

oluşturabilmektedir. Kabuklular ve balıklarda da görülen en yaygın enfeksiyonlardan 

biri olup balıkçılık sektöründe de önemli kayıplara sebep olmaktadır. Aynı zamanda 

mikrosporidian parazitler çekirge gibi böceklerin biyolojik kontrolünde de yararlı 

olabilmektedir (1,2).  

Mikrosporidian parazitlerin bugüne kadar tanımlanmış 144 cinsi ve bu cinslere bağlı 

1200’den fazla türü bulunmaktadır. 7 cinse bağlı 14 mikrosporidia türü ise insanlarda 

patojen olarak tanımlanmıştır. Bu türler içerisinden Enterocytozoon bieneusi ve 

Encephalitozoon intestinalis en sık görülen türler olup gastrointestinal sistem 

enfeksiyonlarına yol açmaktadırlar. Bu türler özellikle HIV pozitif hastalarda kronik 

diyare sebebi olarak bilinmektedir (1-3).   

Encephalitozoon intestinalis insanda sıkılıkla enfeksiyon oluşturan mikrosporidia 

türlerinden ikinci sırada gelmektedir. İnsan dışında köpek, maymun, domuz, sığır, keçi 

ve goril gibi hayvanları da enfekte etmekte ve bu hayvanlarla yakın temas sonucunda 

insanlara geçiş olabilmektedir. E. intestinalis immun sistemi baskılanmış hastalarda 

fırsatçı enfeksiyonlara neden olmaktadır. Bu hastalarda sıklıkla inatçı, hayatı tehdit eden 

diyarenin yanı sıra; enterit, ince bağırsak perforasyonu, kolanjit, kolesistit, nefrit, 
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bronşit, sinüzit, rinit, keratokonjonktivit ve dissemine enfeksiyonlara sebep olmaktadır 

(1-3). 

Encephalitozoon intestinalis ve diğer mikrosporidia türlerinin laboratuar tanısı oldukça 

zordur. Dışkıda bulanan sporların boyutlarının oldukça küçük olması nedeniyle rutin 

dışkı incelemelerinde gözden kaçmakta ve bu nedenle de mikrosporidian parazitlerin 

tanısında farklı tanı yöntemleri kullanılmaktadır (1-3).  

Mikrosporidian parazitlerin epidemiyolojisi ile ilgili yapılan çalışmalar genellikle HIV 

pozitifliği veya diğer sebeplerle immun sistemi baskılanmış hastalar üzerinde 

yapılmıştır(1-3). Ülkemizde ise insanlarda görülme sıklığı üzerine yapılan çalışma 

sayısı yok denecek kadar azdır. Bütün dünyada yaygın olarak bulunan ve önemi gittikçe 

artan Encephalitozoon intestinalis ile ilgili ülkemizde yeterli sayıda araştırma 

yapılmamıştır. Ayrıca yapılan çalışmaların birçoğunda tür ayrımına gidilmemiştir. 

Bu çalışmada; immun sistemi baskılanmış ve immun sağlıklı hastalardan oluşan değişik 

gruplarda fırsatçı parazit Encephalitozoon intestinalis’in farklı tanı yöntemleri ile 

yaygınlığının araştırılması, tanıda kullanılan yöntemlerin duyarlılık ve özgüllüklerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Aynı zamanda bu çalışmada; Türkiye’de ilk kez filogenetik 

özelliklerin ortaya konması amacı ile parazitin 16S SSU rRNA gen bölgesi yönünden 

moleküler karakterizasyonu yapılarak GenBank’a kayıtlı tüm izolatlarla nükleotid 

dizilimleri açısından benzerlik oranları tespit edilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

2.GENEL BİLGİLER 

2.1. TARİHÇE 

İlk olarak 1857 yılında Nageli tarafından, Nosema bombycis olarak adlandırılan 

mikrosporidian parazitler Schizomycetes’ler içerisine dahil edilmiştir. Mikrospora 

şubesi ise 1882 yılında Balbiani tarafından tanımlanmıştır. 1977’de mikrosporidian 

parazitler yapısal özellikleri, spor ve gelişme safhalarındaki çekirdeğin şekli, konak-

parazit ilişkisi ve polar tüpteki sarmal sayılarına göz önünde bulundurularak 

sınıflandırılmıştır (3,4).  

Mikrospora şubesi 1980’de Protista alemi ve protozoa altalemi altında yer almıştır. 

1986 yılında mikrosporidian parazitler, diplokaryon olup olmaması, mayoz bölünmesi 

ve sporofaz organeline göre sınıflandırılmıştır. Ancak bu durum filogenetik analiz 

açısından uygun bulunmamış ve sporun morfolojisine ve gelişme safhalarına göre 1986 

yılında yeniden sınıflandırılmıştır (2). 

Encephalitozoon intestinalis başlangıçta Orestein ve ark. (5) tarafından Encephalitozoon 

cuniculi'ye benzer olarak tanımlanmıştır. Cali ve ark. (6,7)  ise 1993 yılında bu paraziti 

yeni bir cins olarak tanımlamış ve vakuol içerisinde parazitler septa ile ayrıldığı için 

Septata intestinalis olarak isimlendirmişlerdir. Hartskeerl ve ark. (8) ise antijenik 

özellikleri ve moleküler düzeylerindeki benzerlik nedeniyle Encephalitozoon cinsine 

dahil etmiş ve E. intestinalis olarak isimlendirmişlerdir. 
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2.2. SINIFLANDIRMA 

Mikrosporidian parazitlerin sınıflandırılmasında esas olan kriterler aşağıdaki gibidir 

(9,10); 

� Doğal konak ile olan ilişkileri 

� Spor veya diğer gelişme dönemlerinin büyüklüğü. 

� Tek veya iki nükleusa sahip olmaları 

� Spor içindeki polar filament helezon sayısı  

� Organizmanın konak hücre sitoplazması ile ilişkisi   

Bu kriterler ışığında E.intestinalis; Microspora şubesi, Haplopasea sınıfı, Glugeida 

takımı, Encephalitozoonidae ailesi ve Encephalitozoon cinsi içerisinde yer almaktadır.  

Microspora şubesi içerisinde bugüne kadar tanımlanmış 144 cins ve bu cinslere bağlı 

1200’den fazla tür bulunmaktadır. 7 cinse bağlı 14 mikrosporidia türü ise insanda 

patojen olarak tanımlanmıştır. E.intestinalis ve insanda enfeksiyon oluşturan diğer 

türlerin sınıflandırılması Şekil 2.1’de verilmiştir (11-13). 

Microsporidium, tam belirgin olmayan mikrosporidia türleri için kullanılan ortak bir 

terimdir. Bu grup içerisinde insanı enfekte eden iki tür bulunmaktadır; M.ceylonensis ve 

M.africanum (11,12). 
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Şekil 2.1. İnsandan izole edilen mikrosporidian parazitlerin sınıflandırılması 
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2.3. MORFOLOJİ 

Encephalitozoon intestinalis diğer mikrosporidian parazitler gibi konak hücre dışında 

aktif formu bulunmayan, tek hücreli, spor oluşturan zorunlu hücre içi parazitidir. 

Ökaryotik hücre olarak tanımlanmalarıyla birlikte bazı tipik ökaryotik özelliklerden 

yoksundurlar. Ribozom (70S), ribozomal alt ünite (30S ve 50S) ve rRNA bölge (16S ve 

23S) özellikleri; mitokondri, peroksizom ve tipik bir golgi aygıtına sahip olmamaları ile 

prokaryotik organizmalara benzerlerken, zarla çevrili bir çekirdek, intrasitoplazmik 

membran sistemi ve mitotik iplikçiklerle gerçekleşen kromozomal bölünme 

özellikleriyle de ökaryotik organizma olarak değerlendirilmektedirler (14,15). 

Meront, sporont, sporoblast ve spor parazitin hayat döngüsünde görülen dönemlerdir 

(11,16,17).  

2.3.1.Merontların Morfolojisi 

Büyük merkezi çekirdekli, yuvarlaklaşmış veya hafif oval şekilli ve bir plazma 

membranı ile kuşatılmış olan hücrelerdir. Sitoplazma homojen olarak granüllüdür ayrıca 

çok sayıda serbest ribozoma ve az gelişmiş endoplazmik retikuluma sahiptir. Merontlar 

ikili veya daha fazla füzyonla çoğalmaktadır (11,16,17). 

2.3.2.Sporontların Morfolojisi 

Merozoitten sporonta dönüşüm esnasında iki önemli değişiklik meydana gelmektedir. 

İlk olarak granüllü endoplazmik retikulum artar, sonrasında ise plazma zarının kalınlığı 

ve karmaşıklığı dışarıdan elektronca yoğun materyal eklenmesi ile birlikte artar 

(11,16,17).  

2.3.3.Sporoblastların Morfolojisi 

Sporonttan sonra oluşan dönemdir. Oval şekilli hücrelerdir ve bunların olgunlaşmasıyla 

olgun sporlar meydana gelir (11,16,17). 

2.3.4.Spor Morfolojisi 

Mikrosporidian parazitlerin en tipik gelişimsel evresi spordur. Spor, içeriğini konak 

hücre içine enjekte edebilme mekanizmasına sahip olan enfektif ve diagnostik 

dönemdir. Ayrıca konak hücre dışında uzun süre yaşayabilen tek evrim dönemidir. 
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Boyutları 1-20 µm’dir. Fakat memelileri enfekte eden türleri daha küçüktür (1-3 µm). 

Oval, küresel, çubuk veya armut şeklinde olabilirler (9,12).  

Sporlar üç genel yapıya sahiptir (16). Bunlar; spor duvarı, sporoplasma ve ekstrüksiyon 

aygıtıdır (Şekil 2.2). 

 

 

Şekil 2.2. Spor morfolojisi (Orijinal)  

 

2.3.4.1. Spor Duvarı 

Çevresel direnç sağlayan spor duvarı, elektron mikroskobisi ile gözlenebilen üç 

tabakadan oluşmuştur. Bunlar; ekzospor, endospor ve hücre membranıdır (12,15,16). 

Ekzospor: Elektronca yoğun olan en dışta, glikoprotein yapısındaki tabakadır. 

Ekzospor kompleks bir yapıda olup üç tabakalıdır. Bunlar; dış kısımda dikenli bir 

tabaka, ortada lamina ve içte fibröz tabakadır (12,15,16).  

Endospor: Elektronca fakir ve temel birleşeni kitin olan tabakadır. Ekzospora bir köprü 

ile bağlanmıştır. Endospor tabakasının anterior ucu sporun en ince kısmıdır ve polar 

tüpün dışarı çıkması esnasında parçalanmaktadır (12,15,16). 
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Hücre membranı: En içte, sitoplazmayı kuşatan yaklaşık 7 nm kalınlığındaki tabakadır 

(12,15,16). 

2.3.4.2. Sporoplazma 

Spor sitoplazması, monokaryon ya da diplokaryon nükleus, prokaryotik boyda 

ribozomlar, karakteristik bir şekilde konumlanmış endoplazmik retikulum içerir. 

Çekirdek ökaryotik tiptedir. Mitokondri, peroksizom ve tipik bir golgi aygıtına sahip 

değillerdir (9,15,16). 

2.3.4.3. Ekstrüksiyon Aparatı 

Ekstrüksiyon aparatı üç kısımdan oluşmaktadır. Bunlar; polar filament, polaroplast ve 

posterior vakuoldür (9,15,16). 

Polar filament: Sporun anterior ucundaki ankoring diske mantar şeklinde 

bağlanmaktadır. Polar filament, ankoring diske bağlandığı düz (manubroid) kısım ve 

türüne bağlı olarak sporoplasma etrafında 4-30 sarmal oluşturan posterior kısım olmak 

üzere iki bölgeye ayrılmaktadır. Polar filamentin, manubroid kısmı ve anterior uca en 

yakın olan sarmalı distaldeki sarmallardan daha geniş çapa sahiptir (9,15,16).   

Polaroplast: Atipik bir golgi cisimciğidir. Lamellar ve veziküler olmak üzere iki 

kısımdan oluşmaktadır. Lamellar polaroplast membranları çoğunlukla anteriorda 

lokalize olmuştur. Veziküler polaroplast ise tubuler şekildedir ve sporun merkezine 

doğru lokalize olmuştur (9,15,16). 

Posterior vakuol: Ekstrüksiyon aparatının üçüncü komponenti posterior vakuoldür. 

Büyüklük ve şekli oldukça farklı olan posterior vakuol, sporun arka kısmında lokalize 

olmuştur ve içeriği tipik bir unit membran ile sınırlandırılmıştır. Polar filamentin bu 

yapı tarafından meydana getirildiği düşünülmektedir (2,15,16). 

İnsanlarda enfeksiyon oluşturan türlerin morfolojik özellikleri Tablo 2.1’de verilmiştir 

(9,10-12). 
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Tablo 2.1. İnsanlarda enfeksiyon oluşturan türlerin morfolojik özellikleri  

Tür Çekirdek 

yapısı 

Gelişim yeri Spor boyutu    

(µm)           

Polar tüp 

sarmal sayısı 

Encephalitozoon 

cuniculi 
Tek parçalı Parazitoforoz vakuol içinde 2.5-3.2 x 1.2-1.6 4-7 

Encephalitozoon 

hellem 
Tek parçalı Parazitoforoz vakuol içinde 2-2.5 x 1-1.5 6-8 

Encephalitozoon 

intestinalis 
Tek parçalı Parazitoforoz vakuol içinde 2.2 x 1.2 5-7 

Enterocytozoon 

bieneusi 
Tek parçalı 

Konak hücre sitoplazması 

ile direkt temas halinde 
1.5 x 0.5 4-6 

Pleistophora sp. Tek parçalı Sporofor vezikül 2.8 x 3.4 9-12 

Trachipleistophora 

hominis  
Tek parçalı Sporofor vezikül 5.2 x 2.4 11 

Trachipleistophora 

anthropophthera 
Tek parçalı Sporofor vezikül 

Tip I sporofor 

vezikül içimdeki 

sporlar; 3.7 x 2 

Tip II sporofor 

vezikül içindeki 

sporlar 2.5 x 1.4 

4-5 

Vittaforma corneae İki parçalı 
Konak hücre endoplazmik 

retikulum ile çevrelenmiş 
3.8 x 1.2 5-7 

Nosema ocularum İki parçalı 
Konak hücre sitoplazması 

ile direkt temas halinde 
5 x 3 9-12 

Brachiola sp. İki parçalı 
Konak hücre sitoplazması 

ile direkt temas halinde 
2.5-2.9 x 1.9-2 7-10 

Microsporidium 

ceylonensis 
  3.5 x 1.5 9 

Microsporidium 

africanum  
  4.5-5 x 2.5-3 11-13 
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2.4. HAYAT DÖNGÜSÜ 

Mikrosporidian parazitlerin hayat döngüsü 3 fazdan oluşmaktadır (Şekil 2.3). Bunlar; 

Enfektif (Çevresel) faz, Proliferatif (Üreme) faz ve Sporogonik faz. 

 

 

2.4.1. Faz I-Enfektif (Çevresel) Faz  

Parazitin hayat döngüsündeki ekstrasellüler fazdır. Çevresel şartlara dirençli olan ve 

uzun süre enfekte kalabilen sporlar solunum veya ağız yoluyla alınmaktadır. Konak 

vücuduna giren spor, konak hücre sitoplazmasına sporoplazmasını boşaltmaktadır 

(9,11,15,16). 

 

 

 

 

Şekil 2.3. Mikrosporidiaların genel hayat döngüsü. 
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2.4.1.1. Mikrosporidian Parazitlerin Hücreye Giriş Mekanizmaları  

Mikrosporidian parazitler hücre içerisine deneysel olarak gösterilmiş iki yol ile giriş 

yapmaktadır. Bunlar; Aktif invazyon ve Endositozis (9,11,15,16). 

Aktif invazyon 

Sporlar, çeşitli fiziksel ve kimyasal değişiklikler (uygun pH, sıcaklık, nem, iyon 

konsantrasyonları, sindirim enzimleri, basınç gibi) ve diğer bazı uyaranlara maruz 

kaldığı zaman, spor içerisindeki ozmotik basınç anormal derecede artmakta, posterior 

vakuol genişlemekte ve bu değişim polar tüpün ters dönüşünü tetiklemektedir. Polar 

tüpün iç kısmı dış kısmının içinden kayarak ilerlemekte ve konak hücre plazma 

membranına penetre olarak hipodermik iğne şeklinde konak hücre sitoplazmasına 

sporoplazmasını enjekte etmektedir. Sporoplazma tüpün içinden geçerek konak hücre 

sitoplazmasına geçmekte ve böylece konak hücre enfekte olmaktadır (Şekil 2.4). 

Sporoplazmanın polar tüpten lümene doğru geçişi 5-30 sn’de gerçekleşmektedir 

(9,11,15,16). 

 

 

Şekil 2.4. Spor germinasyonu sırasında polar filamentin ters dönmesi.  

A-Olgun spor.  
B-Ankoring disk parçalanır ve polar filament ters dönmeye başlar.  
C-Polar filament ters dönmeye devam eder.  
D-Polar filament tamamen ters döner ve sporoplasma polar filament içine doğru zorlanır.  
E-Sporoplasma polar filament içine geçer.  
F-Sporoplasma konak hücre sitoplazmasına geçer (14). 
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Endositozis 

Mikrosporidia sporlarının çoğu, polar tüp açılması olmadan internalizasyonla 

sitoplazmaya girer. Konak hücre tarafından spor endositoz yolu ile hücre içine alınır ve 

spor fagozomla çevrilir. İçersinde mikrosporidia sporlarını içeren fagozomlar önce 

endozomal daha sonra lizozomal kompartmanlara dönüşür. Lizozomal kompartmanlar 

içersinde sporların hızlıca yıkıldığı fakat bazı sporoplazmaların lizozomlardan kaçtığı 

ve polar tüp salınması yoluyla konak hücre sitoplazmasını enfekte ettiği gösterilmiştir 

(9,11,15,16). 

2.4.2. Faz II- Proliferatif (Üreme) Faz 

Bu faz hayat döngüsünde çoğalmanın olduğu fazdır. Sporoplazmanın konak hücre 

sitoplazmasına girmesi ve merontlara dönüşmesi ile başlamaktadır. Merontlar yapısal 

olarak basit, tek katlı zarla çevrilmiş hücrelerdir. Parazit, enterosit, makrofaj, mezenkim 

hücreleri gibi farklı hücrelere yerleşebilmektedirler. Besinlerini de bu konak 

hücrelerden absorbe ederek gelişimlerine devam etmektedirler. Merontlar konak hücre 

içerisinde parazitin türüne göre aşağıdaki gibi farklı şekillerde gelişimini sürdürebilirler;  

1-Direkt konak hücrenin sitoplazmasında. Nosema, Brachiola ve Enterocytozoon 

cinslerine ait parazitler bu şekilde gelişimlerini sürdürmektedirler. 

2-Parasitoforoz vakuol içinde. Encephalitozoon cinsine ait parazitler bu şekilde 

gelişimlerini sürdürmektedirler. 

3-Parazitin salgıladığı şekilsiz bir kabuk içinde (Sporofor vezikül). Pleistophora ve 

Trachipleistophora cinslerine ait parazitler bu şekilde gelişimlerini sürdürmektedirler. 

4-Konağın endoplazmik retikulumuyla çevrilerek. Vittaforma cinsine ait parazitler bu 

şekilde gelişimlerini sürdürmektedirler. 

Merontlar ikiye (Encephalitozoon, Nosema, Vittaforma cinsleri) veya daha fazla sayıya 

(Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora cinsleri) bölünerek çoğalma 

gösteren hücrelerdir.  Bölünme sırasında ilk olarak nükleer kılıf bozulmadan parazitin 

nükleusu bölünmektedir (karyokinezis). Karyokinezis sonucunda, yuvarlaklaşmış çok 

çekirdekli hücreler oluşur. Hücre bölünmesinde karyokinezisi sitokinezis takip eder ve 

bu çoğalma sonucunda tek bir hücre içerisinde yaklaşık 50-100 meront oluşur. 

Merontlar gelişmeye devem eder ve sonuçta sporontları oluştururlar (9,11,15,16). 
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2.4.3. Faz III-Sporogonik Faz  

Bu faz çevresel şartlara dirençli olan ve uzun süre enfekte kalabilen sporların 

oluşturulduğu fazdır. Sporontların oluşması ile sporogonik faz başlamaktadır. 

Sporontlar, ikiye bölünme ya da çoklu füzyon ile çoğalıp, sporoblastları oluşturur. Oval 

şekilli sporoblastların olgunlaşmasıyla olgun sporlar meydana gelir. Sporogoni de yine 

parazitin türüne göre parazitoforoz vakuolde, konak hücre sitoplazmasından serbest 

olarak ya da sporoforoz vakuol içerisinde meydana gelir. Sporlar konak hücresini 

tamamen doldurduğu zaman plazma membranı patlar ve sporlar çevreye dağılır. Bu 

sporlar ya konak içerisinde yeni bölgelere taşınarak çevredeki diğer hücreleri enfekte 

edebilir ya da yeni konakları enfekte edebilmek için idrar, dışkı gibi vücut çıkartıları ile 

dışarı atılabilirler (9,11,15,16). 

2.4.4. Encephalitozoon intestinalis’in morfolojik özellikleri ve hayat döngüsü  

Encephalitozoon intestinalis’in tüm evrim dönemlerinde çekirdek tek parçalıdır. Parazit 

konak hücre sitoplazması içinde bulunan ve konak tarafından oluşturulan parazitoforoz 

vakuolde gelişmektedir. Enfekte olan hücreler, gelişen organizma çevresinde parazitin 

salgıladığı fibriler ağ yapısı göstermektedir. Böylece parazitoforoz vakuol septalı 

gözlenir. Parazit ikiye bölünerek çoğalır ve çoğaldıkça vakuolü büyütür. Merontlar 

vakuol membranına yapışık olarak; sporontlar ise serbest olarak vakuol içinde bulunur. 

Sporları elipsoid, yaklaşık olarak 2.2 x 1.2 µm boyutlarında olup, polar tüpteki sarmal 

sayısı 5-7’dir (9,11,15,16). E.intestinalis’in hayat döngüsü Şekil 2.5’te gösterilmiştir. 
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Şekil 2.5. E.intestinalis’in hayat döngüsü.  

1-E.intestinalis’in enfektif dönemi olan sporlar.  
2-Spor polar tüpü aracılığı ile konak hücreye tutunur.  
3-Spor enfektif dönemi olan sporoplasmayı polar tüpü aracılığı ile konak hücre sitoplazmasına enjekte 
eder.  
4-Hücre içinde sporoplasma merogoni ile çoğalır. Bu çoğalma konak tarafından oluşturulan 
parazitoforoz vakuol içerisinde gerçekleşir.  
5-Olgun sporlar oluşur.  
6-Hücrenin parçalanması sonucunda sporlar ya konak içerisinde yeni bölgelere taşınarak çevredeki diğer 
hücreleri enfekte edebilir ya da yeni konakları enfekte edebilmek için idrar, dışkı gibi vücut çıkartıları ile 
dışarı atılabilirler. 
 

 

 

 

 



15 
 

2.5.EPİDEMİYOLOJİ 

AIDS pandemisinden önce microsporidiosis olgu sayısı oldukça sınırlıyken, bugün 

başta hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkeler olmak üzere tüm dünyada giderek 

artış göstermektedir. Tanıda kullanılan metot farklılıklarından dolayı prevalans verileri 

oldukça değişkenlik göstermektedir. Mikrosporidian parazitler ilk olarak 1857 yılında 

tanımlanmasına rağmen ilk insan olgusu 1959 yılında çiftlik hayvanlarıyla temas 

öyküsü olan Japon bir çocukta bildirilmiştir ve etkenin Encephalitozoon cinsi 

mikrosporidian parazitler olduğu rapor edilmiştir. 1973 yılında ise immun sistemi 

baskılanmış bir çocuğun tüm organlarından Nosema connori izole edilmiştir. 1985 

yılına kadar sadece 10 olgu bildirilmiştir. E.intestinalis ilk olarak 1992 yılında diyaresi 

olan bir AIDS hastasında gösterilmiştir. E.intestinalis insanda ikinci sıkılıkla enfeksiyon 

oluşturan mikrosporidia türüdür (9,11,15,16). 

2.5.1. Bulaşma Yolları 

Encephalitozoon intestinalis’in bulaşma yolu tam kesinlik kazanmamıştır. 

Enfeksiyonun bağırsak, solunum sistemi, göz gibi farklı bölgelerdeki lokalizasyonu göz 

önüne alındığında, bulaşmanın fekal-oral yol, inhalasyon ve kontamine parmaklarla 

mümkün olabileceği düşünülmektedir (9,11,15,16).  

E.intestinalis insan dışında köpek, maymun, domuz, sığır, keçi ve goril gibi hayvanları 

da enfekte etmektedir. Bu nedenle zoonotik geçiş düşünülmesine rağmen ne evcil 

hayvanlar arasındaki yaygınlığı ne de hayvan enfeksiyonları ile insan enfeksiyonu 

arasında herhangi bir bağlantı bildirilmemiştir (9,11,15,16).  

Parazitin birçok özelliği sudan geçişi desteklemektedir. Enfekte hayvanın idrarı ve 

dışkısıyla atılan sporlar, suları kontamine etmekte ve özellikle de su içerisinde uzun süre 

canlı kalabilmektedirler. Sporlar küçük oldukları için filtrelerden geçebilirler 

(9,11,15,16). 

2.5.2. Dünya’daki Dağılımı 

Mikrosporidian parazitler bütün dünyada fırsatçı patojenler olarak kabul görmeye 

başlanmış ve Arjantin, Avustralya, Botswana, Brezilya, Kanada, Çek Cumhuriyeti, 

Fransa, Almanya, Hindistan, İtalya, Japonya, Hollanda, Yeni Zelanda, İspanya, Sri 

Lanka, İsveç, İsviçre, Uganda, Tayland, Birleşik Krallık, Amerika Birleşik Devletleri ve 
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Zambiya gibi birçok gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde microsporidiosis vakaları 

bildirilmiştir(18). 

Encephalitozoon intestinalis prevalansı ise yapılan çeşitli çalışmalarda; Pakistan’da %4 

(19), Rusya’da %1,2 (20), Malezya’da %12,5 (21), Venezüella’da %24 (22) olarak 

bildirilmiştir.  

2.5.3. Türkiye’deki Dağılımı 

Ülkemizde insanlarda görülme sıklığı üzerine yapılan çalışma sayısı yok denecek kadar 

azdır. Yapılan sınırlı sayıdaki araştırmada Karaman (13) değişik hasta gruplarından 

oluşan 2665 kişinin %8,5’inde; Atambay ve ark. (23) immun sistemi sağlam ve sindirim 

sistemi yakınmaları nedeni ile hastaneye başvuran 781 kişinin %6,5’inde; Karaman ve 

ark. (24), kanser tanısı almış 320 kişinin %10,9’ında ve sağlıklı bireylerden oluşan 320 

kişilik kontrol grubunun ise %5,6’sında; Türk (25) ishal şikayeti olan 225 hastanın 

%9,8’inde; Yazar ve ark. (26) Akut Myeloblastik Lösemili (AML)-M3 bir hastada, 

Büget ve arkadaşları (27) ise bir AIDS hastasında Microsporidia spp. bildirmişlerdir. 

Fakat bu çalışmaların hiçbirinde tür ayrımı yapılmamıştır. Usluca ve Aksoy (28) immun 

sistemi baskılanmış bir çocukta PCR ile; Şıvgın ve ark (29) ise onkolojik tedavi gören 

bir hastada IFA-MAbs ile E.intestinalis belirlediklerini bildirmişlerdir. Ülkemizde tür 

ayrımı yapılan tek epidemiyolojik çalışmada ise Oğuz ve ark. (30) ishal şikayeti 

bulunana hastaların %22’sinde nested-PCR ile E.intestinalis bildirmişlerdir. Çalışma 

sayısının oldukça az olması nedeniyle E.intestinalis’in ülkemizdeki durumu tam olarak 

bilinmemektedir. 

2.6. İMMUM YANIT 

Mikrosporidia enfeksiyonlarında immun yanıt ve oluşan hasarlar, konağın immun 

sistemi ve parazitin türüne bağlı olarak değişmektedir. İmmun sistemi sağlam olan 

bireylerde IgM ve IgG antikorları gelişmekte ve ömür boyu devam etmektedir. İmmun 

sistemi baskılanmış hastalarda ise antikor cevap değişkendir. İmmun yetmezlikli 

insanlarda CD4+ T hücre sayısı 100/µl’nin altında olan AIDS hastaları E.intestinalis 

enfeksiyonuna açıktır (31).  

Dendritik hücreler tarafından IFN-γ üretimi intestinal mikrosporodia enfeksiyonlarında 

koruyucu cevabın oluşmasında önemli bir role sahiptir. E.cuniculi ile enfekte yaşlı 
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farelerden dendritik hücrelerden T hücre primingi normal şekilde olmaz iken daha genç 

farelerde dendritik hücrelerin yeniden yapılandırıldığı bir immun cevabın varlığı 

gösterilmiştir. Son yıllardaki çalışmalar farelerle sınırlı olup yaşlı farelerin 

mikrosporadial enfeksiyonlara daha yatkın olduğu gösterilmiştir. Bu yüzden birçok 

araştırıcı Encephalitozoonlara karşı kazanılmış immun cevabın priminginde dendritik 

hücrelerin rolüne yoğunlaşma ihtiyacı duymuştur. E.intestinalis ile enfekte edilen IFN-γ 

knockout farelerle yapılan çalışmalarda E.intestinalis enfeksiyonlarının kontrolünde 

IFN-γ’nın önemli bir role sahip olduğu gösterilmiştir. E.intestinalis ile enfekte edilen 

farelerde 10. günde spor atılımının başladığı, 16. günde ise belirgin miktarda azaldığı, 

IFN-γ knockout farelerde ise 6 ay boyunca spor atılımının devam ettiği ve belirli 

periyotlarda pikler oluşturduğu rapor edilmiştir (31-33). 

Encephalitozoon türlerine karşı koruyucu hücresel immuniteyi oluşturan antijenler çok 

fazla bilinmemektedir. Bununla birlikte saflaştırılmış PTP1 proteini ile farelerin 

immunizasyonunun mikrosporidian sporlara karşı güçlü T hücre cevabını uyardığı 

gösterilmiştir. İlaveten saflaştırılmış PTP1 proteini ile uyarılmış fare dalak dendritik 

hücrelerinin CD8+ T hücrelerini üreten IFN-γ’ları aktive edebildiği fakat CD4+ T 

hücrelerini üreten IFN-γ’ların aktive edemediği bildirilmiştir (34).  

2.7. PATOGENEZ ve KLİNİK BELİRTİLER 

Encephalitozoon intestinalis immun sistemi sağlam bireylerde de bulunabilen bir parazit 

olmasına rağmen genellikle HIV pozitif, organ transplant alıcıları, kanserli hastalar gibi 

immun sistemi baskılanmış hastalar ile çocuklar, turistler, kontakt lens kullananlar ve 

yaşlılarda fırsatçı enfeksiyonlara neden olmaktadır (11,16).  

Encephalitozoon intestinalis öncelikle ince barsak enterositlerini enfekte etmektedir. 

Parazit epitelyal hücreler ile sınırlı kalmayıp, aynı zamanda lamina propria makrofajları, 

fibroblastlar ve endotelyal hücrelerde de bulunabilmektedir (11).  

Encephalitozoon intestinalis ince barsak enterositleri, safra sistemi epiteli, böbrek ve 

solunum sistemi dokularına yerleşmektedir. Bunlara ek olarak AIDS’li bir hastanın 

konjonktivasında da saptanmıştır (11).  
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2.7.1. Gastrointestinal Tutulum 

Sindirim sistemi enfeksiyonlarında en sık izole edilen türler E.bieneusi, E.intestinalis ve 

E.cuniculi olarak bildirilmektedir. E. intestinalis gastrointestinal sistem içerisinde ince 

bağırsak epitellerine kolonize olmaktadır. Kolonizasyon sonucunda bağırsak 

mukozasında bir takım değişiklikler olmakta ve epitel doku düz olarak 

görülebilmektedir. İmmun sistemi baskılanmış bireylerde E.intestinalis 

enfeksiyonlarında en yaygın olarak gözlenen klinik belirtiler kronik ishal, anoreksi ve 

kilo kaybıdır. İmmun sistemi sağlam bireylerde klinik semptomlar ise genellikle kendini 

sınırlayan ishal şeklindedir (12,35).  

2.7.2. Hepatobiliyer Tutulum 

Genellikle Encephalitozoon türlerinin neden olduğu hepatobiliyer tutulum ilk olarak, 

hepatit gelişen iki AIDS’li hastanın otopsisi sonrasında bildirilmiştir. Bunun yanında 

birçok HIV pozitif hastanın non-parankimal karaciğer hücrelerinde, E.bieneusi ve 

E.intestinalis tespit edilmiş fakat hastalarda tipik hepatit klinik bulgularının oluşmadığı 

gözlenmiştir (13,17,36).  

E.intestinalis, safra sistemi ve safra kesesine ulaşarak kolanjit ve kolesistite neden 

olabilmektedir. AIDS’li hastalarda kolanjite neden olan etkenler arasında nadir olarak 

görüldüğü düşünülürken mikrosporidialar için yeni tanı yöntemlerinin gelişmesi ile bu 

kanı son zamanlarda değişmeye başlamıştır. Bu hastaların yaklaşık %90’ında sağ üst 

kadran veya epigastrik bölgede ağrı vardır ve bu ağrı, sıklıkla narkotik analjeziklere 

ihtiyaç duyulacak kadar şiddetli olmaktadır. Hastaların yarısında bulantı, kusma ve ateş 

görülürken, 2/3’ünde ishal, 3/4’ünde de belirgin kilo kaybı bulunmaktadır (36). 

2.7.3. Oküler Tutulum 

Son zamanlarda immun yetmezlikli hastalarda oküler microsporidiosis vaka sayısı 

dikkat çekici bir şekilde artmaktadır. Oküler microsporidiosis keratokonjonktivit ve 

stromal keratit olmak üzere iki klinik tablo şeklinde görülmektedir (10,11). 

Encephalitozoon türleri bu klinik tablolardan sadece keratokonjonktivit formun 

sebepleri arasında yer almaktadır. Bu klinik tablo genellikle immun yetmezlikli 

hastalarda ve kontakt lens kullanıcılarında görülmektedir. Enfeksiyon gözde; yabancı 

cisim hissi, aşırı gözyaşı, göz ağrısı, görme keskinliğinde azalma ve fotofobi gibi klinik 
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belirtiler oluşturmaktadır. Göz muayenelerinde diffüz yüzeyel punctate keratopati 

gözlenmektedir (10,11). 

2.7.4. Serebral Tutulum 

Serebral microsporidiosise en sık sebep olan tür E.cuniculi’dir. Serebral tutulumlu 

dissemine Encephalitozoon enfeksiyonu iki ve dokuz yaşlarındaki iki çocukta rapor 

edilmiştir. Her iki vakada da baş ağrısı, bulantı, kusma, spastik konvülsiyon ve serebral 

semptomlar olduğu, her ikisinin idrarında ve birinin beyin omurilik sıvısında (BOS) 

Encephalitozoon benzeri organizmaların tespit edildiği bildirilmiştir (12). Weber ve 

arkadaşları (37) 29 yaşında HIV pozitif, CD4+ sayısı 0 hücre/µl olan ve aynı zamanda 

baş ağrısı, görsel ve bilişsel bozukluk, mide bulantısı ve kusma şikâyetleri olan bir 

hastada E. cuniculi kaynaklı serebral microsporidiosis tespit etmişlerdir. Hastanın BOS, 

balgam, idrar ve dışkı örneklerinde mikrosporidia sporları gösterilmiştir. 

2.7.5.Üriner Enfeksiyonlar 

Encephalitozoon türlerinin neden olduğu üriner enfeksiyonlara dissemine tutulumu olan 

AIDS’li hastalarda sıklıkla rastlanmaktadır. Mikrosporidia kaynaklı üriner 

enfeksiyonlar asemptomatik olabileceği gibi hematüri, sistit, granülomatöz interstisyel 

nefrit ve renal rahatsızlıklar tabloya hakim olabilir. E.intestinalis tarafından oluşturulan 

üriner enfeksiyonlarda böbrek çoğunlukla etkilenmekte ve böbrek fonksiyonları önemli 

ölçüde bozulmaktadır (38,39). 

2.7.6.Pulmoner Enfeksiyonlar 

Pulmoner microsporidiosis enfeksiyonları diğer mikrosporidia enfeksiyonlarına göre 

daha az sıklıkta görülmektedir. Bütün Encephalitozoon türleri HIV pozitif hastaların 

bronşiyal epitel hücrelerinde tespit edilmiştir (3,11,40). 

2.7.7.Sistemik Mikrosporidia Enfeksiyonları 

İnsanda enfeksiyon oluşturan üç Encephalitozoon türü sistemik enfeksiyonlara yol 

açabilmektedir. Trachipleistophora, Pleistephora ve Brachiola genusunda bazı türlerin 

de sistemik enfeksiyonlara yol açabildiği bildirilmiştir. E.bieneusi tarafından 

oluşturulan enfeksiyonlar ise genellikle bağırsak epitel hücrelerinde ve hepatobiliyer 

bölgede sınırlanmıştır. Encephalitozoon türlerinin oluşturduğu enfeksiyonlar özellikle 

CD4+ hücre sayısı <50 hücre/µl olan şiddetli immun yetmezlikli hastalarda sistemik 
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enfeksiyonlara dönüşme eğilimindedir. Hastalığın klinik spektrumu etken olan 

Encephalitozoon türünün yayılım özelliklerine göre değişiklik gösterir. Bu türler 

arasında E.hellem genellikle keratokonjunktival, üriner, nazal sinüsler ve bronşial 

sistemde enfeksiyon oluştururken, E.intestinalis gastrointestinal sistem ve safra 

yollarında, nadirde olsa böbrek, göz, nazal sinüs ve respiratuar sistemde, E.cuniculi ise 

tüm organları tutan sistemik enfeksiyonlara yol açabilmektedir (12,35). İnsana yerleşen 

mikrosporidian parazitlerin oluşturdukları enfeksiyon Tablo 2.2’de verilmiştir (3,11). 

Tablo 2.2. İnsana yerleşen mikrosporidia türleri, yerleştikleri dokular ve oluşan klinik bulgular 

Türler  Yerleştiği dokular  Klinik Tablo  

Encephalitozoon cuniculi  Böbrek, karaciğer  Hepatit, rinosinüzit, peritonit  

Encephalitozoon hellem  
Burun, trakea, solunum 

sistemi epiteli, böbrek, göz  

Kronik rinosinüzit, rinit, 

keratokonjonktivit, dissemine 

enfeksiyon, nefrit, üretrit, prostatit, 

üreterit, sistit, pnömoni  

Encephalitozoon intestinalis  

İnce barsak enterositleri, 

safra sistemi epiteli, 

böbrek, solunum sistemi  

Enterit, diyare, ince bağırsak 

perforasyonu, kolanjit, kolesistit, nefrit, 

bronşit, sinüzit, rinit, 

keratokonjonktivit, dissemine 

enfeksiyon  

Enterocytozoon bieneusi  

İnce bağırsak, 

hepatobiliyer sistem, 

solunum sistemi  

Enterit, diyare, kolanjit, kolesistit, 

pnömoni, bronşit, sinüzit, rinit  

T. hominis Kas dokusu 
Miyozit, sinüzit, rinit, 

keratokonjonktivit 

T. anthropophthera Kas dokusu 
Ensefalit, miyozit, dissemine 

enfeksiyon 

Nosema türleri 
Göz dokuları, nadiren 

başka dokularda 
Keratit 

Pleistophora türleri  Kas dokusu Miyozit  

Vittaforma  Göz dokuları Keratit  

Brachiola  Kas dokusu Miyozit  

M. africanum Göz dokuları Korneal ülser 

M. ceylonensis Göz dokuları Korneal ülser 
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2.8. TANI 

Mikrosporidiaların tanısı, vücut çıkartılarında parazite ait sporları görerek konmaktadır. 

Fakat spor boyutlarının oldukça küçük olması nedeniyle rutin dışkı incelemelerinde 

genellikle gözden kaçmaktadır. Bu nedenle de mikrosporidia sporlarının tanımlanması 

ve enfeksiyonun doğrulanması için farklı yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu 

yöntemler içerisinde farklı boyama yöntemleri ile boyanan preparatların ışık veya 

floresan mikroskobunda incelenmesi, transmisyon elektron mikroskobisi, serolojik 

testler, moleküler testler, histolojik incelemeler, hücre kültürü ve akım sitometrisi yer 

almaktadır (12,41-43). 

2.8.1. Tanıda Kullanılan Klinik Örnekler 

Encephalitozoon intestinalis’in tanısı genel olarak klinik örneklerde parazite ait sporları 

görerek olmaktadır. Tanıda kullanılan klinik örneklerin başında dışkı gelmektedir ki 

özellikle enfeksiyonun erken döneminde tanının konabilmesi için dışkının incelemesi 

önemlidir. Dışkı dışında diğer inceleme materyalleri ise idrar, duodenal aspirasyon 

materyali, balgam, bronkoalveoler lavaj sıvısı, beyin omurilik sıvısı, konjonktival 

sürüntüdür (3,11,43).  

2.8.2. Işık ve Floresan Mikroskobisi Yöntemleri 

Mikrosporidian parazitlerin tanısı birçok laboratuarda, klinik örneklerin farklı boyama 

yöntemleri ile boyanarak ışık veya floresan mikroskobunda değerlendirilmesiyle 

gerçekleşmektedir.  Bu konvansiyonel tanı yöntemleri ile cins ve tür düzeyinde ayrım 

yapılamamaktadır. Ayrıca içyapı incelemesinde pratik olmayan bu yöntemlerde 

sporların tanınabilmesi için de deneyimli personele ihtiyaç vardır (3,11,42).  

Konvansiyonel tanı yöntemlerinde, floresan boyaları (Calcofluor White 2MR, acridine 

orange ve Uvitex 2B), Giemsa boyası, Acid Fast-Trikrom boyası ve Weber’in Trikrom 

Boyası (WTS) en çok tercih edilen boyalar arasında yer almaktadır. Mikrosporidian 

parazitlerin tanısında kullanılan boyama yöntemleri ve özellikleri Tablo 2.3’te 

verilmiştir (3,11,42). 
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Tablo 2.3. Mikrosporidian parazitlerin tanısında kullanılan boyama yöntemleri ve özellikleri 

Boyama 

Teknikleri 
Örnekler Özellikleri Açıklamalar 

Floresan 

Dışkı, Vücut 

sıvıları, Doku 

biyopsileri 

Kitin spor duvarı 

parlak Floresan verir. 

Hızlı ve hassas bir teknik 

gerekmektedir. Biyopsi örneklerini 

boyamada kullanışlıdır. Hassas, fakat 

spesifik değildir. 

Chromotrope ve 

Modifiye 

Chromotrope 

Dışkı, Vücut 

sıvıları, Doku 

biyopsileri 

Spor duvarı pembe-

kırmızı boyanır, 

zemin mavi veya 

yeşil boyanır. 

Zaman alıcı bir boyama yöntemidir. 

Modifiye boyalar kullanılarak boya 

süresi kısaltılabilir. Güvenilir ve 

yapılması kolaydır. 

Giemsa 

Vücut sıvıları, 

Doku 

biyopsileri 

Açık mavi boyanır. 
Yorumu zordur çünkü diğer fekal 

elementlerle karıştırılabilir.  

Gram Vücut sıvıları Gram variable 
Yorumu zordur çünkü diğer fekal 

elementlerle karıştırılabilir. 

Modifiye Gram 
Doku 

biyopsileri 

Mavi veya soluk 

kırmızı, zemin 

kahverengi yeşil 

Hassas olup, standardize edilmemiştir. 

Deneyimli patologlar gereklidir. 

Warthin Starry 
Doku 

biyopsileri 
 

Zaman alıcıdır ve yorumlanması 

zordur. 

 

2.8.2.1. Modifiye Trikrom boyaları 

Acid Fast-Trikrom boyası 

Mikrosporidian parazitler gibi intestinal coccidialar da immun sistemi baskılanmış 

hastalarda fırsatçı enfeksiyonlara sebep olmaktadır. Fakat bu iki grup parazitin tanısı 

için farklı boyama yöntemleri kullanılmaktadır. Reisner ve ark. (44) ise bu boyama 

yöntemini Cryptosporidium parvum ve mikrosporidian parazitlerin tanısında 

kullanılabilecek başarılı bir yöntem olarak tarif etmişlerdir. Bu yöntemle mavimsi bir 

zemin üzerinde koyu kırmızı boyanan mikrosporidial sporların, bir kutbunda kuşak 

şeklinde görülen çizgilenmeler tanı koydurucudur. 
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Weber’in Trichrome Boyası 

Bu boyama yöntemi ile sporun duvarı parlak pembe renge boyanırken sporun içi şeffaf 

ya da yatay köşegen çizgi şeklinde görülmektedir. Zemin ise yeşil ya da mavi 

görülmektedir. Modifiye trichrome boyanın duyarlılık ve özgüllüğü kesin olarak 

belirlenememiştir. Fakat bu boyama yönteminde bakterilerden ayırt etmeyi sağlayan 

diyagonal ve ekvatorial çizgiler içerdiğinden diğer boyama tekniklerine oranla daha 

yararlı olduğu bildirilmiştir (43,45). 

2.8.2.2. Floresan boyaları 

Mikrosporidia sporlarının tanısı için kullanılan floresan boyaları, Calcofluor White 

2MR, acridine orange ve Uvitex 2B’dir. Diğer boyama yöntemlerine göre floresan 

boyaları hızlı ve pratiktir, fakat özgüllüğü yüksek değildir. Özgüllüğü arttırmak için 

diğer boyama yöntemleri, özellikle de MTS ile paralel olarak örneklerin boyanması ve 

değerlendirilmesi gerekmektedir (43,46). 

Calcofluor White 2MR 

Bu boyama yönteminde, Calcofluor ile boyanan örnekler floresan mikroskobunda 395-

415 nm dalga boylu filtrede incelenmektedir. Boya, spor duvarının endospor 

tabakasındaki kitine bağlanmakta ve sporun, mavi–beyaz floresan vermesini 

sağlamaktadır. Yöntemin duyarlılığı yüksek ancak kitin içeren diğer 

mikroorganizmaları özellikle de mantar sporlarını da boyadığı için özgüllüğü düşüktür. 

Fakat mikrosporidia sporları mantarlardan boyutlarının daha küçük olması ve 

tomurcuklanma olmaması ile ayırt edilebilmektedir. Bu boyama ile spor morfolojisi 

anlaşılmasına rağmen içyapısının görülmemesi de yine boyanın dezavantajlarından 

biridir (43,46,47). 

Calcofluor boyası aynı zamanda sporların canlılık testi içinde kullanılan bir boyadır. 

Canlı sporlar Calcofluor ile 395-415 nm dalga boyunda tukuaz-mavi, ölü sporlar ise 

beyaz-sarı renkte gözlenmektedirler. 
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Uvitex 2B 

Uvitex 2B yönteminde de Calcofluor boyama yönteminde olduğu gibi boya spor 

duvarının endospor tabakasındaki kitine bağlanarak mavi–beyaz floresan vermektedir. 

Bu yöntemde de kitin içeren diğer mikroorganizmalar özellikle de mantar sporları da 

boyanmaktadır (48). 

Acridine Orange 

Acridine orange ile boyanmış preparatlarda sporlar turuncu floresan vermektedir. Fakat 

zeminde turuncu renk verdiği için, sporları zeminden ve diğer dışkı artıklarından ayırt 

etmek zordur. Bu boyama yönteminde de sporlar mantarlarla karışmaktadır (49).  

2.8.2.3. Giemsa boyası 

Giemsa boyası mikrosporidian parazitlerin tanısında başlangıç testi olarak 

kullanılabilecek kolay bir yöntemdir. Bu boyama yönteminde sporlar açık mavi renkte 

görülmektedir. Dışkı, vücut sıvıları, sitolojik örnekler ve intestinal biyopsi örnekleri 

Giemsa boyası ile boyanarak incelenebilir. Fakat bu örneklerden dışkıda, artık madde 

miktarı fazla olduğu için sporların ayırt edilmesi oldukça zordur. Dışkıların filtrelerden 

süzüldükten veya artık maddelerin uzaklaşmasını sağlayan çoklaştırma yöntemlerinden 

sonra boyanması tanıyı daha duyarlı hale getirmektedir. Dışkı dışındaki örneklerde ise 

artık madde miktarı fazla olmadığı için sporların ayrımı dışkı preparatlarınkinden daha 

kolay olmaktadır (43,49). 

2.8.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)   

Günümüzde TEM, moleküler yöntemlerin uygulanmadığı laboratuarlarda halen 

tanımlamada kullanılan ve tür tayininde altın standart kabul edilen bir yöntemdir 

(41,50). TEM ile vücut sıvılarında ve dışkıda sporların boyutu ve morfolojisi, polar 

tübül sarmal sayısı ve konak parazit ilişkileri gösterilebilmektedir. Parazitin polar 

filamentinin özelliklerine göre ayrıca tür tayini yapılabilmektedir. Sporların yapılarını 

detaylı inceleyebilmek ve yeni türlerin taksonomik sınıflandırılmaları için TEM’den 

yararlanılmaktadır (11,46).  

Mikrosporidiaların tanısında TEM yönteminin özgüllüğü yüksek olup duyarlılığı 

düşüktür. Örnek hazırlama aşamasının uzun ve pahalı olması yöntemin dezavantajları 

arasındadır (11,46). 
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2.8.4. Serolojik Yöntemler 

Mikrosporidian parazitlerin tanısında Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

Western blot, Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) ve immun floresan gibi serolojik 

testler kullanılmaktadır. Seroepidemiyolojik çalışmalarda kullanılan bu testler ile 

mikrosporidialara karşı tespit edilen antikorların, yeni enfeksiyon, latent enfeksiyon, 

çapraz reaksiyon veya poliklonal B hücre aktivasyonu olup olmadığının gösterilmesinde 

zorluklar yaşandığı belirtilmiştir (51).  

İmmun sistemi baskılanmış hastalarda, ilerleyen immun yetmezlik ve sonraki evrelerde 

yetersiz antikor üretimi bulunmaktadır. Microsporidiosisli HIV pozitif hastaların sadece 

%50’sinde yüksek seviyede antikor bulunduğu ve ayrıca serolojik testlerin türler 

arasında ve hatta diğer parazitlerle çapraz reaksiyon verme olasılığının da bulunduğu 

bilinmektedir (36).  

2.8.5. Monoklonal antikorların kullanıldığı Immun Floresan Antikor (IFA-MAbs) 

Yöntemi 

Bazı mikrosporidia türlerine karşı monoklonal ve poliklonal antikorlar geliştirilmiştir. 

Türe özgü yüzey molekülleri veya polar tübül yapısını tanıyan floresan işaretli 

monoklonal antikorlar tanıda kullanılmaktadır. Monoklonal antikorlar örnekte bulunan 

sporların spor duvarındaki proteinlere bağlanmakta ve floresan mikroskobunda sporlar 

parlak yeşil röfle vermektedir. Fakat bu yöntemlerin duyarlılık ve özgüllükleri ile ilgili 

bazı çelişkiler bulunmaktadır (21,52). 

2.8.6. Moleküler Yöntemler 

Birçok laboratuarda rutin olarak mikrosporidian parazitlerin tanısında hala mikroskobi 

temelli yöntemler kullanılmasına rağmen son yıllarda özellikle de araştırma 

laboratuarlarında teşhis amacıyla moleküler yöntemlerin kullanılması hız kazanmıştır. 

Moleküler yöntemlerin başarısı, hasta örneklerinden genomik DNA’nın ekstraksiyonu 

için kullanılan yöntemlerle yakından ilişkilidir (53,54). Mikrosporidian parazitlerin 

moleküler tanısında dışkı, doku biyopsi materyali, korneal kazıntı örnekleri, duodenal 

aspirasyon sıvıları, idrar örnekleri ve in-vitro kültür örnekleri kullanılabilir (3). Bu 

örnekler içerisinde dışkıdan DNA izolasyonu oldukça zordur ve değişkenlik 

göstermektedir. Normal kit prosedürlerinin yetersiz kaldığı dışkı örneklerinde, mekanik 

veya kimyasallarla sporların parçalanmasını sağlayacak ön işlemlere ve dolaysıyla da 
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daha zor bir ekstraksiyon şartlarına gerek duyulmaktadır. Başarılı bir ekstraksiyon için 

%0.5 sodyum hipoklorit, kitinaz, litikaz, guanidin tiyosiyanat, %10 formaldehit veya 1 

M potasyum hidroksit, dithiotreitol, hekzadeksiltrimetilamonyum bromit kullanımı veya 

örneklerin kaynatılması ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır. Dışkının moleküler 

yöntemler için kullanımının diğer bir dezavantajı ise sıklıkla polimeraz enzim 

inhibitörleri içermesidir. İnhibitörlerin uzaklaştırılması için basit olarak örneklerin 

dilüsyonu veya guanidin tiyosiyanat ile muamele edilmesi çeşitli araştırıcılar tarafından 

tavsiye edilmektedir (55-58). Bunlardan başka denatürantların, şelat yapıcı ajanların ve 

serbest radikal bağlayıcıların emdirilmiş olduğu FTA filtre metodunun da mikrosporidia 

sporlarının ekstraksiyonu için oldukça etkili olduğu belirtilmektedir (59).  

Ökaryotik organizmalarla karşılaştırıldığında mikrosporidian parazitler oldukça küçük 

genoma sahiptir. Haploid genom boyutlarının ortalama 5.3 ila 19.5 Mb arasında olduğu 

gösterilmiştir. Mikrosporidian parazitlerde rRNA gen bölgesi genler arası 

transkripsiyonu yapılmayan ara bölge ile ayrılan 16S SSU rRNA ve 23S LSU rRNA 

genlerinden oluşmaktadır. Gerçek ökaryotik organizmalardan farklı olarak 5.8S rRNA 

geninden ve ikinci bir genler arası ara bölgeden yoksundur (60). Aynı zamanda 

mikrosporidian parazitlerin içerisinde E.cuniculi’nin haploid genomu 2.9 Mb’dır ve tüm 

genomu sekanslanan tek mikrosporidia türüdür (61). E.intestinalis ise en küçük genoma 

sahip ökaryotik hücredir. 

Mikrosporidian parazitlerin PCR temelli teşhisinde SSU rRNA, LSU rRNA, α ve β-

tubulin, polar tube protein, polar tube protein 55 precursor, ribosomal protein L27a, 

dihydrofolate reductase, serine hydrxymethyltransferase, aminopeptidase, thymidylate 

synthase, internal transcribed spacer ve actin gen bölgelerinden hazırlanmış primerler 

kullanılmaktadır (3). İnsanlarda sıklıkla enfeksiyon oluşturan beş mikrosporidia türünün 

(E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem ve V. cornea) ve diğer mikrosporidian 

parazitlerin tanısında SSU rRNA hedef gen bölgesinden hazırlanmış tür spesifik ve 

jenerik primer çiftleri başarıyla kullanılmaktadır (3,53). E.intestinalis tanısında 

kullanılan tür-spesifik primer çiftlerinden bazıları Tablo 2.4’te verilmiştir. 
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Tablo 2.4. Encephalitozoon intestinalis tanısında kullanılan tür-spesifik primer çiftleri 

Primer çifti sekansı (5’-3’) Primer Kaynak 

CAC CAG GTT GAT TCT GCC TGA C 

CTC GCT CCT TTA CAC TCG AA 

V1 

SI500 
62 

TTT CGA GTG TAA AGG AGT CGA 

CCG TCC TCG TTC TCC TGC 

SINTF1 

SINTR 
63 

GGG GGT AGG AGT GTT TTT G 

CAG CAG GCT CCC TCG CCA TC 

3 

3 
64 

TGA ATG (G/T)GT CCC TGT 

TCA CTC GCC GCT ACT 

GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A/G)(C/T) TAT 

CCA GCT TAT GCT TAA GT(C/T) (A/C)AA (A/G)GG GT 

MSP1 

MSP2A 

MSP3 

MSP4A 

65 

 

Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon spp. tanısı amacıyla rRNA bölgesinden 

hazırlanan primer ve probların kullanıldığı multipleks real-time PCR yönteminin %100 

sensitivite ve spesifiteye sahip olduğuna dair yayınlar bulunmaktadır. Bu yöntemin 

dışkıda 102 spor/ml saptayabilme duyarlılığına sahip olduğu bildirilmektedir (66-69). 

Ayrıca mikrosporidia türlerinin tanısında 16S rRNA gen bölgesi hedef alınarak 

tasarlanmış fluoresan işaretli probların örnek içersindeki uygun nükleik asit dizisine 

bağlanması esasına dayalı in situ hibridizasyon (FISH) temelli tekniklerde moleküler 

tanıda kullanılmaktadır (66,70,71). Mikrosporidiaların dört türüne (E.bieneusi, 

E.intestinalis, E.cuniculi ve E.hellem) özgü hazırlanmış oligonükleotit problarla yapılan 

bir multipleks fluoresan in situ hibridizasyon çalışmasında, sporları boyamaya yönelik 

kromotrop-2R ve Calcofluor White 2MR boyalarının kullanıldığı mikroskobik tanıya 

göre daha duyarlı olduğu gösterilmiştir (72). E.intestinalis’in real-time PCR ile 

tanısında kullanılan bazı primer ve problar Tablo 2.5’te verilmiştir. 

Tablo 2.5. Encephalitozon intestinalis’in real-time PCR ile tanısında kullanılan bazı primer ve problar   

Primer çifti sekansı (5’-3’) Primer/Prob Kaynak 

CCC TGT CCT TTG TAC ACA CCG CCC 

AAT TCC TAG TAA TAA CGA TTG AAC AAG TTG 

ACG AAG GAC TCA GAC CTT CCA A 

EncephP1 

EintF1 

EintR2 

66 

GCA AGG GAG GAA TGG AAC AGA ACA G 

TTC AGA AGC CCA TTA CAC AGC 

CGG GCG GCA CGC GCA CTA CGA TA 

FEI1 

REI1 

Prob 

67 
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Mikrosporidian parazitlerin filogenetik analizinde ve zoonotik geçişin gösterilmesinde 

önemli olan genotiplendirmede, korunmuş fakat türe göre farklılıklar gösteren ITS 

(Internal Transcribed Spacer) gen bölgesine göre hazırlanmış primerlere dayalı DNA 

sekans analizleri sıklıkla kullanılmaktadır (73,74). 

2.8.7. Histolojik Yöntemler 

Özel boyama yöntemleri ile mikrosporidian parazitlere ait sporlar, formalin ile fikse 

edilmiş ve parafin bloklara gömülmüş dokularda kolayca gösterilebilmektedir. 

Özellikle, Gram ve modifiye Warthin-Starry boyama yöntemleri ile boyanan kesitlerde 

sporların rahatlıkla tespit edildiği bildirilmektedir (13,42). 

Dokuların Gram boyanması ile olgun sporların Gram pozitif boyandığı (mor menekşe), 

olgunlaşmamış sporların ise kırmızı renkte boyandığı bildirilmektedir. Warthin-Starry 

boyama yöntemi intestinal dokulardaki hem gelişmekte hem de olgun sporların 

boyanmasında etkili yöntemlerden biridir. Warthin-Starry boyama ayrıca sporların 

gerçek boyutundan daha büyük görünmesini sağlamaktadır. Bu boyama yöntemi ile 

boyanan sporlar kahverengimsi siyah renkte görülür. Bu boyama yönteminin bir 

dezavantajı sporun içyapısının Gram boyama ile hazırlanan preparatlara göre çok daha 

zor ayırt edilmesidir. E.bieneusi ile Encephalitozoon türlerinin tanısında duyarlılığı 

oldukça yüksektir. Bu yöntem sonuçlarının elektron mikroskobu sonuçlarıyla %100 

uyumlu olduğu bildirilmiştir (13,42).  

2.8.8. Hücre Kültürü 

İnsanı enfekte eden mikrosporidian parazitlerin hepsinin olmasa da bir kısmının hücre 

kültürü yapılabilmektedir. Bu türlerden biri de E.intestinalis’tir. E.intestinalis sporlarını 

taşıyan dışkı, idrar, BAL, balgam, nazal mukoza, duodenal aspirasyon sıvısı ve biyopsi 

örneklerinden hücre kültürü yapılabildiği bildirilmiştir. E6, HLF, human embryonic 

lung (HEL), monocytes (MDM), MRC-5,  RK-13, MDCK, intestinal (I 047), HT-29 ve 

Caco-2 gibi hücreler E.intestinalis’in hücre kültürü için kullanılmaktadır (75). 

2.8.9. Flow Sitometrisi 

Encephalitozoon intestinalis tanısında flow sitometre (FCM) kullanılmaktadır. Barbosa 

ve arkadaşları (76) E.intestinalis tanısında FCM kullanılmasının duyarlı, spesifik bir 

yöntem olduğunu ve aynı zamanda değerlendirmede uzmana ihtiyaç olmamasının 
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yöntemin bir avantajı olduğunu bildirmişlerdir. Aynı zamanda FCM ile ölü ve canlı 

hücrelerin de ayırt edilebileceğini belirtmişlerdir.  

2.8. TEDAVİ 

Mikrosporidial enfeksiyonların tedavisi intrasellüler olmaları ve sporlarının doğal 

direnci nedeniyle oldukça zordur. İnsanda görülen mikrosporidia enfeksiyonlarının çoğu 

enteriktir. E. intestinalis ikinci sıklıkla enfeksiyona yol açan türüdür, aynı zamanda 

tedaviye diğer türlerden daha duyarlıdır. Mikrosporidian parazitlerin tedavisinde genel 

olarak, albendazol, fumagillin, metronidazol, itrakonazol, trimetoprim-sulfamethoxazol 

(TMP-SMX), atovaquone, furazolidon ve nitazoxanid gibi ilaçlar kullanılmaktadır 

(11,17). 

HIV ile enfekte hastalarda, özellikle E.intestinalis ve E.bieneusi’nin etken olduğu 

gastrointestinal tutulumlarda hastalığın progresif, sıklıkla fatal ve tedavisinin imkânsız 

olduğu düşünülürken albendazol kullanımı ile microsporidiosis insidansında belirgin bir 

azalmanın olduğu belirtilmektedir. Benzimidazol türevi olan ve tubulinlere bağlanıp 

hücre bölünmesini durdurarak etki gösteren albendazol, günümüzde tedavide en çok 

ümit veren anti-mikrosporidial ajan olarak kabul edilmektedir (11,17). E.intestinalis’e 

bağlı intestinal microsporidiosisde albendozol tek başına 400mg dozunda yeterli 

olmaktadır. Gunnarson ve arkadaşları (77) E. intestinalis ile multi organ enfeksiyonu 

kanıtlanmış beş hastaya albendazol tedavisi uygulamış ve tedavi sonrası semptomların 

azaldığı, dışkı örneklerinde ise mikrosporidian sporların görülmediğini bildirmişlerdir.  

2.9. KORUNMA VE KONTROL 

Encephalitozoon intestinalis’in bulaş yolu tam kesinlik kazanmamıştır. Enfeksiyonun 

bağırsak, solunum sistemi, göz gibi farklı bölgelerdeki lokalizasyonu göz önüne 

alındığında; bulaşmanın fekal-oral yol, inhalasyon ve kontamine parmaklarla mümkün 

olabileceği düşünülmektedir. E.intestinalis insan dışında birçok yabani ve evcil 

hayvanları da enfekte etmektedir. Hayvanlar arasındaki yaygınlığı ve hayvan 

enfeksiyonları ile insan enfeksiyonu arasındaki herhangi bir bağlantı bildirilmemiş olsa 

da bu durum zoonotik geçişi düşündürmektedir. Parazitin spor özellikleri 

düşünüldüğünde; bunlar dış ortama oldukça dayanıklı ve suda uzun süre canlı 

kalabilmektedirler. Ayrıca çok küçük oldukları için su filtrelerinden de 

geçebilmektedirler (11,43). Son zamanlarda yapılan çalışmalarla, E.intestinalis’in içme 
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sularında tespit edildiği ve içme suyu yoluyla insana bulaşabileceği bildirilmiştir. Aynı 

zamanda sporlar çevrede nem ve sıcaklığa bağlı; aylarca hatta yıllarca canlı 

kalabilmekte, 22 0C’de ise en az bir ay canlılıklarını devam ettirebilmektedir. 

Dezenfektanlarla (%70 Etanol, %0.3-1 Formaldehit, %1 Hidrojen Peroksit, % 1 NaOH ) 

30 dakikada, kaynatılarak 5 dakikada, 120 0C’de otoklavda sporlar canlılığını 

yitirmektedir. Bu bilgiler ışığında korunma ve kontrol yöntemlerini şu şekilde 

sıralayabiliriz (17,13,25,43);  

� Fekal-oral yolla bulaşma söz konusu olabileceğinden kişisel hijyene, 

özellikle de el temizliğine önem verilmelidir.  

� Kaynamış veya ambalajlı su içmek özellikle risk altındaki AIDS ve organ 

transplantasyonu olan  kişiler  için önerilmektedir. 

� Sebze ve meyvelerin iyi yıkanması bulaşın önlenmesi için önemlidir. 

� Çeşitli vücut sıvılarında enfektif sporlar bulanabileceğinden özellikle 

hastanelerde bu duruma dikkat edilmelidir.  

� Solunum yolu ile de geçiş olabileceğinden balgamında spor tespit edilen 

hastalara özel önlemler alınmalıdır.   

� Konjonktivit ve diğer göz enfeksiyonları açısından kirli ellerle gözlere 

dokunulmamalıdır.   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Toplanması ve Hasta Gruplarının Oluşturulması 

Bu çalışma Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından incelenerek 

onaylanmıştır (Ek: 1). Çalışmada kullanılacak olan dışkı örnekleri, Erciyes Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Hastanesi’nin çeşitli polikliniklerine başvuran ve tetkik 

için Parazitoloji Anabilim Dalı’na gelen hastalar ile sağlıklı gönüllülerden oluşan 

kontrol grubundan alınmıştır. Dışkı örneği alınan hastalar ile sağlıklı gönüllüler 

“Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu” (Ek: 2) ile bilgilendirilip yazılı onayları 

alındıktan sonra çalışmaya dahil edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen hasta ve kontrol 

grupları aşağıdaki şekildedir. 

Hasta Grupları (HG) 

HG-1: Kanser tanısı almış, kemoterapi gören ve akut gastrointestinal şikayetleri olan 

hastalarından oluşmaktadır. Yaş ortalaması 62,52 (±11,36) olan toplam 25 kişinin, 13 

(%52)’ü erkek, 12 (%48)’si kadındır. Bu grubun 20 (%80)’sinde ishal mevcut idi. 

HG-2: Kemik iliği transplantasyonu yapılmış ve akut gastrointestinal şikayetleri olan 

hastalardan oluşmaktadır. Yaş ortalaması 42,4 (±13,42) olan toplam 25 kişinin, 18’i 

erkek, 7’si kadındır. Bu grubun da 20 (%80)’sinde ishal mevcut idi. 

HG-3: Ürtiker şikayeti bulunan hastalardan oluşmaktadır. Bu gruba dahil edilen 

hastaların hiçbirinin herhangi bir gastrointestinal şikayet mevcut değildi. Yaş ortalaması 

34.66 (±14.56) olan toplam 25 kişinin, 11 (%44)’i erkek, 14(%56)’ü kadındır.  
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HG-4: Fizyolojik gelişimleri normal olmayıp gelişme geriliği tespit edilen çocuklardan 

oluşmaktadır. Bu gruptaki hastaların 3 (%12)’ünde aynı zamanda ishal de mevcuttu. 

Yaş ortalaması 8,16 (±3,42) olan toplam 25 kişinin, 10 (%40)’u erkek, 15 (%60)’i 

kadındır.  

Kontrol Grupları (KG) 

KG-1: Herhangi bir kronik rahatsızlığı bulunmayan fakat akut gastrointestinal 

şikayetleri mevcut olan hastalardan oluşmaktadır. Yaş ortalaması 46,88 (±16,08) olan 

toplam 25 kişinin, 12 (%48)’si erkek, 13 (%52)’ü kadındır. Bu gruptaki kişilerin 

12(%48)’sinde ishal mevcut idi. 

KG-2: Herhangi bir kronik rahatsızlığı ve gastrointestinal şikayeti olmayan sağlıklı 

gönüllülerden oluşmaktadır. Yaş ortalaması 29,77 (±9,9) olan toplam 25 kişinin, 15 

(%60)’i erkek, 10 (%40)’u kadındır. Bu gruptaki kişilerin hiçbirinde ishal yoktu. 

 

3.2. Örneklerin Konvansiyonel Yöntemlerle İncelenmesi 

Toplanan dışkı örnekleri ilk olarak nativ-lugol yöntemi ile incelenmiştir. İmmun sistemi 

baskılanmış hastaların dışkı örnekleri aynı zamanda asit-fast boyama yöntemi ile 

boyanarak intestinal coccidialar açısından değerlendirilmiştir. Kalan dışkı örnekleri 

IFA-MAbs yöntemi, konvansiyonel boyama yöntemleri ve moleküler testler için 

kullanılana kadar -20°C’de muhafaza edilmiştir.  

Boyamalar ve DNA izolasyonundan önce dışkı örneklerine su-eter konsantrasyon 

yöntemi uygulanarak parazitlerin yoğunlaşması ve dışkı artıklarından arındırılması 

sağlanmıştır.  
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3.2.1. Su-Eter Konsantrasyon Yöntemi (13,25) 

Fosfat Buffer Saline (PBS)’ nin Hazırlanışı 

� NaCl      8 gr 

� NaH2PO47H2O    1,15 gr 

� KH2PO4     0,2 gr 

� KOH      0,2 gr 

� Distile su     1000 ml 

Karışımın pH’sı 1M’lık NaOH ile 7,2’ye ayarlanmıştır. 

Yöntem 

1. 15 ml’lik falkon tüpüne 1-1,5 gram dışkı konmuştur. 

2. Dışkı üzerine 8 ml distile su eklenip tamamen homojen olana kadar 

vortekslenmiştir. 

3. Tam çözünmenin olması için 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 

4. Dışkı-su karışımı 150 µm porluk filtreden süzülmüştür. 

5. Süzülen kısım 15 ml’lik falkon tüpüne aktarılmış ve üzerine 3 ml eter eklenmiştir. 

6. Dışkı-su-eter karışımı 1 dk vortekslenmiştir. 

7. Vorteksleme sonrası 4 dk 5000 x g’de santrifüj edilmiştir. 

8. Dipteki kısım alınmış ve 2 kez distile su ile yıkanmıştır. 

Yıkama işlemi: dipteki kısım üzerine 2 ml distile su eklenmiş ve 20000 x g’de 2 dk 

santrifüj edilmiştir. Üsteki sıvı kısım atılarak işlem tekrarlanmıştır. 

9. Yıkama işlemi sonrasında 200 µl PBS ile sulandırılmıştır. 

Sulandırılan örnekten 15 µl alınarak lamın bir kenarına yayılmıştır. Bu şekilde her 

boyama yöntemi için bir ve bir tane de yedek olmak üzere toplam 3 preparat 

hazırlanmıştır. Kalan kısım ise DNA izolasyonu için kullanılmıştır. 

İsviçre Zürich Üniversitesi Tıp Fakültesi Enfeksiyon Hastalıkları Bölümü öğretim 

üyeleri, Prof. Dr. Rainer Weber ve Herbert Kuster ile iletişim kurularak incelemede 

kolaylık sağlamak için boyanmış pozitif preparatlar istenmiştir.  
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3.2.2. Boyama Yöntemleri 

3.2.2.1. Calcofluor White 2MR (78) 

%5 Evan’s Blue’nun Hazırlanışı 

� 100 ml PBS içerisinde 5 gr Evan’s blue çözdürülmüştür. 

%0.5’lik Fluorescent Brightener 28’in Hazırlanışı 

� 100 ml PBS içerisinde 0,5 gr Fluorescent Brightener 28 çözdürülmüştür.  

� Solüsyon oda sıcaklığında karanlıkta saklanmıştır.  

� Boya kullanılmadan önce boyadaki tortuyu çöktürmek için 4000 g de 3 dk santrifüj 

edilmiştir. 

Yöntem 

1. Hazırlanan yaymalar havada kurutulmuştur.  

2. Kuruyan preparat üzerine saf metil alkol dökülmüş ve oda ısısında 3 dk inkübe 

edilmiştir. 

3. Örneklerden fazla alkol uzaklaştırılmış ve preparat havada kurutulmuştur. 

4. %0.5’lik Fluorescent Brightener 28 preparat üzerine dökülmüş ve 3 dk oda ısısında 

inkübe edilmiştir. 

5. İnkübasyon sonrasında preparatlar PBS ile yıkanmıştır. 

6. %5’lik Evan’s blue preparat üzerine dökülmüş ve 30 sn oda ısısında inkübe 

edilmiştir. 

7. İnkübasyon sonrasında preparatlar musluk suyu ile yıkanmıştır. 

8. Lamlar karanlık ortamda kurutularak derhal floresans mikroskobunda 380-420 nm 

dalga boylu filtre ve 1000X büyütmede incelenmiştir. 
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3.2.2.2. Modifiye Trikrom Boyama (Weber’in Trikrom Boyası, Chromotrope 2R 

boyası ) (79,80) 

Chromotrope 2R Boya Solüsyonun Hazırlanışı 

� Chromotrope 2R    6.0 gr 

� Fast green      0.15 gr 

� Fosfotungustik Asit Hidrat   0.7 gr 

Karışıma 3 ml glasiyal asetik asit eklenerek havan içerisinde ezilerek karıştırılmış ve 30 

dk oda ısısında bekletilmiştir. Karışım üzerine 100 ml’ye tamamlanacak şekilde distile su 

eklenmiş ve homojen bir karışım elde edilene kadar karıştırılmıştır.  

� Karışımın pH’sı 2 N’lik HCl ile 2.5’a ayarlanmıştır. 

� Solüsyon oda sıcaklığında saklanmıştır.  

 

 Asit Alkol’ün Hazırlanışı 

� 900 ml saf etanol ve 100 ml distile su karıştırılarak %90’lık etil alkol hazırlanmıştır. 

� 995.5 ml % 90’lık etil alkolden alınmış ve 4.5 ml glasiyal asetik asit (GAA) ile 

karıştırılarak asit alkol hazırlanmıştır. 

� Solüsyon oda sıcaklığında saklanmıştır.  

 

Yöntem 

1. Hazırlanan yaymalar havada kurutulmuştur.  

2. Kuruyan preparat üzerine saf metil alkol dökülmüş ve oda ısısında 10 dk inkübe 

edilmiştir. 

3. Örneklerden fazla alkol uzaklaştırılmış ve preparat havada kurutulmuştur. 

4. Preparatlar chromotrope 2R boyası içerisinde 90 dk oda ısısında inkübe edilmiştir. 

5. Preparatlar asit alkol içerisinde 8 sn bekletilmiştir. 

6. Preparatlar %95’lik etanol içerisinde 8 sn bekletilmiştir. 
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7. Preparatlar %95’lik etanol içerisinde 10 dk bekletilmiştir. 

8. Preparatlar %100’lük etanol içerisinde 10 dk bekletilmiştir. 

9. Preparatlar %100’lük etanol içerisinde 10 dk bekletilmiştir. 

10. Preparatlar ksilen içerisinde 10 dk bekletilmiştir. 

Ksilen içerisinden çıkardıktan lamlar kurutulmuş ve immersiyon yağı damlatılarak ışık 

mikroskobunda X1000’lik büyütmede incelenmiştir.  

3.3. IFA-MAbs 

Monoclonal antibodies anti-Encephalitozoon intestinalis kiti (Bordier Affinity Products, 

Switzerland) prosedürüne göre aşağıdaki şekilde çalışılmıştır. 

Yöntem 

1. Dışkılar 0.250 gr tartılmış ve 500 µl PBS içerisinde vortexlenerek çözdürülmüştür. 

2. Ependorf içerisindeki çözdürülmüş dışkılar plastik çay süzgeçleri kullanılarak 

süzdürülmüştür. 

3. Sulandırılmış ve süzdürülmüş dışkı örneklerinin 4 µl’si teflon tabanlı slaytlar 

üzerine yayılmış ve 1 saat 37 ºC de kurutulmuştur. 

4. Slaytlar metanol ile fikse edilmiş ve kurutulmuştur. 

5. Fikse edilen slaytlar aseton içerisinde -20 ºC de 20 dk bekletilmiş ve aseton 

içerisinden çıkartılan slaytlar havada kurutulmuştur. 

6. Bir damla PBS örnekler üzerine damlatılmış ve slaytlar 5 dk oda ısısında 

bekletilmiştir. Daha sonra ise örnekler üzerindeki PBS bir taraftan pipet ile aspire 

edilmiştir.   

7. Monoklonal antibodies anti- Encephalitozoon intestinalis’den kuyucuklara 20 µ l 

eklenmiş ve 30 dk oda ısısında nemli ortamda inkübe edilmiştir. 

8. İnkübasyon sonrasında preparatlar PBS içeren 3 farklı şaleye batırılmıştır.  

9. Her kuyucuğa 20 µl kullanıma hazır konjuge eklenmiştir. 

10. Preparatlar 30 dk oda ısısında, nemli ortamda karanlıkta inkübe edilmiştir.  

11. İnkübasyon sonunda konjuge aspire edilerek preparatlar PBS ile yıkanmıştır.  
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12. Slaytlar dik bir şekilde konularak kurutulmuştur. 

13. Her bir örneğin üzerine 1 damla gliserol eklenmiş ve 24X60 mm’lik lamlarla 

slaytlar kapatılmıştır.  

14. Floresan mikroskobunda 1000X büyütmede 450-490 nm dalga boylu filtrede 

incelenmiştir.  

 

3.4. Moleküler Yöntemler 

3.4.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu 

Dışkı örneklerinden DNA ekstraksiyonu, Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji 

Anabilim Dalı Moleküler Parazitoloji Laboratuarı'nda yapılmıştır. -20 0C'de muhafaza 

edilen örnekler ekstraksiyon öncesinde oda ısısında çözünmeye bırakılmıştır. Su eter 

yöntemi ile çoklaştırılan örneklerden DNA ekstraksiyonu, QIamp stool mini kiti 

(QIAGEN, Germany)  ile aşağıdaki gibi yapılmıştır. 

1. Çoklaştırma yöntemi ile elde edilen pellet üzerine 1.4 ml ASL buffer ve 250 mg 

asitle yıkanmış cam boncuk (Sigma-Aldrich, Germany ) eklenmiştir. Mini bead 

beater (Biospec, Tayvan) cihazına yerleştirilen örnekler 2 dk vortekslenmiştir.  

2. Vortekslenen örnekler sporların daha iyi parçalanması için önce sıvı azotta 

dondurulmuş ve hemen ardına tüpler kaynayan su içerisine konularak 5 dk 

kaynatılmıştır. 

3. Kaynama işlemi sonunda örnekler tekrar mini-bead beater cihazına 

yerleştirilerek 20 sn vortekslenmiştir. 

4. Vorteksleme işlemi sonunda 20000 x g’de 2 dk santrifüj edilmiştir. 

5. Üst sıvı yeni bir ependorfa aktarılmış ve üzerine kit içerisinde yer alan İnhibitEX 

tablet eklenmiştir. Tablet tamamen homojen olana kadar vortekslenen örnekler 

sonrasında 1 dk oda ısısında inkübe edilmiştir. 

6. İnkübasyon sonrasında örnekler 20000 x g’de 3 dk santrifüj edilmiştir. 

7. Üst sıvı yeni bir ependorfa alınarak yeniden 20000 x g’de 3 dk santrifüj 

edilmiştir 
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8. 1,5 ml’lik ependorf tüpüne 15 µl proteinaz K ve üzerine 200 µl santrifüj edilen 

örneklerin üst sıvısından konmuştur.  

9. Proteinaz K+Örnek karışımı üzerine 200 µl AL buffer eklenerek 15 sn 

vortekslenmiştir. 

10. Tüpler 70 ºC’de 10 dk inkübe edilmiştir. 

11. İnkübasyon sonrası örnek üzerine 200 µl etanol eklenerek vortekslenmiştir. 

12. Vorteksleme işlemi sonrasında elde edilen karışım spin koluma (kit içerisinden) 

aktarılmış ve 20000 x g’de 1 dk santrifüj edilmiştir. 

13. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tüpüne yerleştirdikten sonra üzerine 500 

µl Buffer AW1 eklenmiş ve 20000 x g’de 1 dk santrifüj edilmiştir. 

14. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tüpüne yerleştirdikten sonra üzerine 500 

µl Buffer AW2 eklenerek 20000 x g’de 3 dk santrifüj edilmiştir. 

15. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tüpüne yerleştirdikten sonra 20000 x g’de 

1 dk boş santrifüj edilmiştir. 

16. QIAamp spin kolumu yeni bir mikrosantrifüj tüpüne transfer edilmiş ve kolum 

membranının direkt üzerine 100 µl AE buffer eklenmiştir. 

17. Kolum oda ısısında 5 dk inkübe edildikten sonra 20000 x g’de 1 dk santrifüj 

edilerek elüsyon sağlanmıştır. 

18. Elde edilen DNA kullanılana kadar - 20°C’de saklanmıştır. 

 

3.4.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Multiplex Real Time PCR 

Bu çalışmada intestinal sisteme yerleşen dört mikrosporidia türünü (E.intestinalis, 

E.cuniculi, E.hellem, E. bieneusi) belirleyebilen Real Time PCR geliştirilmiştir. Primer 

dizaynında, E.intestinalis için Visvesvarav ve arkadaşları tarafından (81) karakterize 

edilen ve U09929.1 GenBank aksesyon numarası ile bildirilen; E.cuniculi için Baker ve 

arkadaşları tarafından (82) karakterize edilen ve L39107.1 GenBank aksesyon numarası 

ile bildirilen; E.hellem için Baker ve arkadaşları tarafından (82) karakterize edilen ve 
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L39108.1 GenBank aksesyon numarası ile bildirilen; E. bieneusi için Hartskeerl ve 

arkadaşları tarafından (83) karakterize edilen ve L16868.1 GenBank aksesyon numarası 

ile bildirilen 16S SSU rRNA gen bölgeleri kullanılmıştır. Aksesyon numaraları girilerek 

“Roche Diagnostics Universal Probe Library (UPL) Assay Design Center” programı 

kullanılarak dört türün tanısında kullanılabilecek en uygun primerler dizayn edilmiştir. 

Dizayn edilen primer ve özellikleri Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.1. Dört türü belirlemek için Real-Time PCR’da kullanılan primerler 

Primer Uzunluk Tm %GC Sekans 

Mic-F 20 60 60 AGA GGG AGC CTG AGA GAT GG 

Mic-R1* 20 60 60 CCC CAA AGG ATT AGG CAA GT 

Mic-R2** 20 60 50 CTG TCT CCC CCG TAA GGA GT 

*Encephalitozoon türleri için 
**Enterocytozoon bieneusi için 

 

Bu primerleden Mic-F ve Mic-R1 üç Encephalitozoon türünde yaklaşık 72 bp lik alanı 

amplifiye ederken, Mic-F ve Mic-R2 E.bieneusi’de yaklaşık 94 bp’lik alanı amplifiye 

etmekteydi. 

Multiplex Real Time PCR analizlerinde LightCycler 480 SYBR-Green master kiti 

(Roche Diagnostic, Almanya) ve primerler kullanılarak PCR karışımı hazırlanmıştır. 

Amplifikasyonlar 20 µl toplam tepkime hacmi içerisinde; 5 µl genomik DNA, 10 µl 2x 

SYBR-Green Master, 1’er Mic-F, Mic-R1 ve Mic-R2 primerlerinden ve 2 µl distile su 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Multiplex Real Time PCR amplifikasyonu için termal profil 95 ºC’de 5 dk 1 siklus; 95 

ºC’de 10 sn, 60 ºC’de 10 sn ve 72 ºC’de 10 sn den oluşan 45 siklus; 95 ºC’de 5 sn ve 65 

ºC’de 1 dk 1 siklus ve 40 ºC’de 30 sn 1 siklus olarak belirlenmiştir. Real Time PCR 

analizi sonunda örneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif değerler, amplifikasyon egrileri 

ve crossing point (Cp) verilerine göre hesaplanmış ve değerlendirilmiştir. 

Encephalitozoon intestinalis için Real Time PCR  

Elde edilen genomik DNA ekstraktları E.intestinalis’in 16S rRNA gen bölgelerini hedef 

alan spesifik primerler ve UPL prob kullanılarak Light Cycler 480 (Roche Diagnostic, 
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Almanya) cihazında Real Time PCR ile analiz edilmiştir. Bu amaç için kullanılan 

primer ve UPL prob dizaynında Visvesvarav ve arkadaşları tarafından (81) karakterize 

edilen ve U09929.1 GenBank aksesyon numarası ile bildirilen SSU rRNA gen bölgesi 

kullanılmıştır. Aksesyon numarası girilerek “Roche diagnostics UPL Assay Design 

Center” programı kullanılarak real-time PCR için en uygun primer ve problar 

belirlenmiştir. Çalışmada kullanılan primer ve prob Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.1. Encephalitozoon intestinalis tanısında kullanılan primer ve prob. 

 

Real Time PCR analizlerinde LightCycler 480 probes master kiti, primerler ve UPL 

probu kullanılarak PCR karışımı hazırlanmıştır. Amplifikasyonlar 20 µl toplam tepkime 

hacmi içerisinde; 5 µl genomik DNA, 0.4 µl UPL probu, 1’er µl F ve R primerlerinden, 

10 µl 2x probes Master ve 2,6 µl distile su kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Real Time PCR amplifikasyonu için termal profil 95 ºC’de 10 dk 1 siklus; 95 ºC’de 10 

sn, 60 ºC’de 30 sn ve 72 ºC’de 1 sn 45 siklus ve 40 ºC’de 30 sn 1 siklus olarak 

belirlenmiştir.  Real Time PCR analizi sonunda örneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif 

değerler, amplifikasyon ergileri, Cp verilerine ve kopya sayısına göre hesaplanmış ve 

değerlendirilmiştir. 

Real Time PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak; Gülhane Askeri Tıp Akademisi’nde 

görev yapmakta olan Doç. Dr. Özgür KORU’dan temin edilen E.intestinalis 16S SSU 

rRNA gen bölgesini içeren plazmit DNA’sından hazırlanmış olan farklı 

konsantrasyonlardaki seri dilisyonlar ve daha önce Nested-PCR ile pozitif bulunarak 

DNA dizi analizi ile E.intestinalis olduğu doğrulanmış olan hasta dışkısından elde 
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edilen genomik DNA kullanılmıştır. Çalışma esnasında pozitif kontrol olarak 

E.intestinalis’e ait 16S rRNA gen bölgesini içeren plazmit DNA’sından hazırlanmış seri 

dilüsyonlar kullanılmıştır. Ana sulandırımın kopya sayısı 5,3x108 olarak hesaplanmıştır. 

Daha sonra ana stoktan 10’ar kat sulandırılarak 8 dilüsyon hazırlanmıştır. Bu 

dilüsyonlar hazırlanırken 900 µl distile su içerisine bir önceki dilüsyondan 100 µl 

eklenerek dilüe edilmiş ve seri dilüsyonlardan elde edilen kopya sayıları standart eğrinin 

oluşturulmasında kullanılmıştır.  

Negatif kontrol olarak ise; yine Doç. Dr. Özgür KORU’dan temin edilen 

Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem ve Enterocytozoon bieneusi’ye ait 

16S SSU rRNA gen bölgesini içeren plazmit DNA’ları ve Giardia intestinalis, 

Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis, Toxoplasma gondii, Leishmania spp. 

pozitif olarak tespit edilmiş genomik DNA örnekleri ve steril distile su kullanılmıştır. 

Nested PCR 

PCR solüsyonlarının hazırlanması esnasında steril pipetler, pipet uçları ve distile su 

kullanılmıştır. Birinci PCR reaksiyonunda Wang ve arkadaşları (84) tarafından 

bildirilen 16S SSU rRNA gen bölgesinde yaklaşık 1300 bp’lik bölgeyi amplifiye eden 

primer, ikinci PCR reaksiyonunda Da Silva ve arkadaşları (63) tarafından bildirilen 16S 

SSU rRNA gen bölgesinde yaklaşık 530 bp’lik bir parçayı amplifiye eden E.intestinalis 

spesifik primerler (Tablo 3.2) kullanılmıştır. 

Tablo 3.2. Nested PCR’da kullanılan primerler 

Adı Dizilimi (5'---3') Büyüklük 

Micro F CACCAGGTTGATTCTGCCTGA 

1.
 R

ea
k

si
yo

n
 

Micro R TAATGATCCTGCTAATGGTTCTCCAAC 

	1300 bp 

Sınt F1 TTTCGAGTGTAAAGGAGTCGA 

2.
 R

ea
k

si
yo

n
 

Sınt R CCGTCCTCGTTCTCCTGCCCG 

	530 bp 
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Reaksiyon için 25 µl'lik bir karışım hazırlanmıştır. Bu reaksiyon karışımında kullanılan 

bileşen ve miktarları Tablo 3.3'te gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.3. PCR reaksiyonu için kullanılan bileşen ve miktarları 
Bileşen 1.reaksiyon (µl) 2.reaksiyon (µl) 

10X Tampon 2,5 2,5 

25mM  MgCl
2
 2 2 

10mM dNTP miks 0,5 0,5 

20 pmol/ µl F Primer * 1 1 

20 pmol/ µl R Primer** 1 1 

Taq DNA polimeraz (5u/ µl) 1 1 

DNA 5 1 

Distile su 12 16 

Toplam 25 25 

*F primer: 1.reaksiyon için Micro F, 2.reaksiyon için Sınt F1 
**R primer: 1.reaksiyon için Micro R, 2.reaksiyon için Sınt R  

 

PCR reaksiyonu için karışım 0,5 ml'lik DNA'se ve RNA'se free ependorf tüpleri 

içerisine hazırlanmıştır. Tüpler thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya)  cihazına 

yerleştirilerek amplifikasyona tabi tutulmuştur. Amplifikasyon için gerekli PCR şartlar 

Tablo 3.4'te verilmiştir. 

 

Tablo 3.4: Amplifikasyon için gerekli PCR şartları  
1.reaksiyon 2.reaksiyon 

95°C 15 dk          1 döngü 

94°C - 30 sn 

54°C -  90 sn 

72°C - 90 sn      45 döngü 

72°C -10 dk         

95°C 15 dk         1 döngü 

95°C - 30 sn 

52°C -  60 sn 

72°C - 60 sn      35 döngü 

72°C -7 dk 

 

Bu protokolle elde edilen PCR ürünü etidyum bromidle boyanmış % 1.5 agaroz jelde 

marker eşliğinde elektroforeze tabi tutulmuş ve Gel Logic 212 Pro Jel (Carestream, 

ABD) görüntüleme cihazıyla görüntülenmiştir. 
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3.5. DNA Dizi Analizi 

3.5.1. Jelden Ekstraksiyon İslemi 

Pozitif olarak belirlenen örneklerden toplamda 100 µl olacak şekilde PCR ürünü elde 

edilmiştir. Elde edilen ürünler birleştirilen iki kuyucuğa yüklenmiştir. Ürünler UV ışın 

altında görüntülenmiş ve yaklaşık 530 bp'lik bantlar steril bisturi ile kesilerek Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, ABD) ile üretici firma önerisine göre 

aşağıdaki gibi saflaştırılmıştır. 

1. Doğru büyüklükteki bant steril bir bisturi yardımı ile kesilerek steril ependorf 

içerisine alınmıştır. 

2. Jel üzerine Membran Binding solüsyon her 10 mg jele 10 µl olacak şekilde 

eklenmiştir. 

3. 60 °C’de jel tamamen çözünene kadar inkübe edilmiştir. 

4. Jel tamamen çözününce örnek SV minikoluma aktarılmıştır. 

5. Oda ısısında 2 dk inkübe edilmiş ve sonrasında 16000 x g’de 1 dk santrifüj 

edilmiştir. 

6. Minikolum yeni bir toplama tüpüne aktarılmış ve üzerine 700 µl Membran Wash 

Solution eklenerek 16000 x g’de 1 dk santrifüj edilmiştir. 

7. Minikolum yeni bir toplama tüpüne aktarılmış ve üzerine 500 µl Membran Wash 

Solution eklenerek 16000 x g’de 3 dk santrifüj edilmiştir. 

8. Minikolum yeni bir toplama tüpüne aktarılmış ve 16000 x g’de 3 dk boş santrifüj 

edilmiştir. 

9. Minikolum steril bir ependorfa aktarılarak, üzerine 30 µl distile su eklenmiştir. 2 

dk oda ısısında inkübe edildikten sonra 16000 x g’de 1 dk santrifüj edilerek 

DNA elüe edilmişti. 
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3.5.2. Sekans Analizleri 

Jelden pürifiye edilen örnekler 30 µl hacimde, 20 pmol/ µl’lik primerden ise her bir 

örnek için en az 5 µl hacimde olacak şekilde firmaya iletilmiştir. Örneklerin sekans 

analizleri tek yönlü olarak yaptırılmıştır. Dizilime sonuçları, BioEdit Sequence 

Alignment programı ile incelenerek örneklerin sekans dizilimleri ortaya çıkarılmıştır. 

Elde edilen sekans dizilimlerinin internet ortamında Genbank'ta BLAST analizleri 

yapılarak Dünya'daki diğer bildirilen izolatlarla karşılaştırılmış ve filogenetik analizler 

yapılmıştır. 

3.6.Verilerin Analizi  

Kategorik değişkenlerin karşılaştırılmasında ki-kare testinin exact yöntemi 

uygulanmıştır. Ki-kare testinin çoklu karşılaştırmaları Bonferroni düzeltmeli Z testi ile 

yapılmıştır. Sayısal değişkenlerin normal dağılımına Shapiro-Wilk normallik testi ile 

bakılmıştır. İki grup karşılaştırmaları bağımsız örneklerde T testi ile, ikiden fazla grup 

karşılaştırmaları tek yönlü varyans analizi ile yapılmıştır. Çoklu karşılaştırma testi 

olarak Tukey HSD testi kullanılmış olup p< 0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir. 

 



 

 

 

 

 

 

 

4. BULGULAR 

4.1. Dışkı Örneklerinin Konvansiyonel Yöntemlerle Değerlendirilmesi 

Çalışmaya; 25’i onkolojik tedavi gören ve akut gastrointestinal şikayetleri olan, 25’i 

Kemik iliği transplantlı ve akut gastrointestinal şikayetleri olan, 25’i ürtikerli ve 25’i 

gelişme geriliği olan toplam 100 hasta dahil edilmiştir. Kontrol grubu olarak herhangi 

bir kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal şikayetleri olan 25 hasta ile 25 

sağlıklı gönüllüden oluşan toplam 50 kişi alınmıştır.  

Hasta ve kontrol gruplarından alınan toplam 150 dışkı örneği ilk olarak nativ-lugol 

yöntemi ile incelenmiştir. Aynı zamanda immun sistemi baskılanmış hastaların 

(onkolojik tedavi gören ve kemik iliği transplantasyonu yapılmış) dışkı örnekleri asit-

fast boyama yöntemi ile boyanarak intestinal coccidialar açısından da 

değerlendirilmiştir. İncelenen dışkı örneklerinde nativ-lugol ve asit-fast boyama 

yöntemleri ile belirlenen parazitlerin cinsiyet,  yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna 

göre dağılımı Tablo 4.1’de gösterilmiştir. Söz konusu rutin koproparazitolojik 

yöntemler ile mikrosporidian parazitlerin tanısı mümkün olmadığından tabloda 

mikrosporidian parazitler yer almamıştır. 
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Tablo 4.1. İncelenen dışkı örneklerinde nativ-lugol ve asit-fast boyama yöntemleri ile belirlenen parazitlerin cinsiyet,  
yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı 

Parazit Türü 

B
la

st
o
c
y
st

is
 h

o
m

in
is

 

G
ia

rd
ia

 i
n
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st
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a
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E
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 c
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E
n
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m
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m
a

n
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i 

E
n
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o
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m

a
x
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o

sp
o
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 b
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C
ry

p
to

sp
o

ri
d

iu
m

 p
a

rv
u

m
 

B
la

st
o
c
y
st

is
 h

o
m

in
is

 v
e 

E
n

d
o

li
m

a
x
 n

a
n

a
 TOPLAM 

GRUP 

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

Erkek (n:79) 11(13.9) 1(1.3) - - - 1(1.3) 1(1.3) - 14(17.2) 

Kadın (n:71) 7(11.3) - 2(2.8) 1(1.4) 1(1.4) 1(2.8) - 1(1.4) 13(18.3) 

 C
in

si
ye

t 

TOPLAM 18 (12) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 27(18) 

0-17 (n:25) 3(12.0) 1(4.0) - - - - - 1(4.0) 5(24) 

18-30 (n:37) 7(18.9) - - 1(2.7) - - - - 8(21.6) 

31-40 (n:23) - - 1(4.3) - - 1(4.3) - - 2(8.7) 

41-50(n:22) 3(13.6) - - - - - 1(4.5) - 4(18.2) 

51-60 (n:21) 2(9.5) - - - - 1(4.8) - - 3(14.3) 

>61 (n:22) 3(13.6) - 1(4.5) - 1(4.5) - - - 5(22.7) 

Y
aş

 g
ru

pl
ar

ı 

TOPLAM 18 (12) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 27(18) 

Onkoloji (n:25) 1 (4.0) - 1(4.0) - - - - - 2 (8) 

KİT (n:25) 1(4.0) - - - - - 1(4.0) - 2(8) 

Ürtiker (n:25) 8(32.0) - 1(4.0) - - 1(4.0) - - 10(40) 

Gelişme Geriliği 
(n:25) 

3(12.0) 1(4.0) - - - - - 1(4.0) 5(24) 

Kontrol Grubu 1 
(n:25) 

4(16.0) - - 1(4.0) 1(4.0) 1(4.0) - - 7(28) 

Kontrol Grubu 2 
(n:25) 

1(4.0) - - - - - - - 1(4) 

A
ra
şt

ır
m

a 
gr

u
p

la
rı

 

TOPLAM 18 (12) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 27(18) 

Pozitif (n:54) 4(7.4) - 1(1.9) - 1(1.9) - 1(1.9) 1(1.9) 8(14.8) 

Negatif (n:96) 14(14.6) 1(1.0) 1(1.0) 1(1.0) - 2(2.1) - - 19(19.8) 

İs
h

al
 d

u
ru

m
u

 

TOPLAM 18 (12) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 2(1.4) 1(0.7) 1(0.7) 27(18) 
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Hastaların 27 (%18)’sinde bir veya birden fazla parazit türü tespit edilirken, bunların 18 

(%12)’inde Blastocystis hominis, 2 (%1,3)’sinde Entamoeba coli, 2 (%1,3)’sinde 

Endolimax nana, 1 (%0,7)’inde Giardia intestinalis, 1 (%0,7)’inde Entamoeba 

histolytica, 1 (%0,7)’inde Entamoeba hartmanni, 1 (%0,7)’inde Isospora belli ve 

Cryptosporidium parvum birlikte, 1 (%0,7)’inde ise Endolimax nana ve Blastocystis 

hominis birlikte olduğu görülmüştür.  

Yapılan istatistiksel analiz sonucunda; belirlenen parazitlerin cinsiyet (p=0,446), yaş 

(p=0,554) ve ishal durumuna (p=0,273) göre dağılımında anlamlı bir farkın olmadığı 

görülmüştür. Tespit edilen parazitlerin araştırma gruplarına göre dağılımına 

bakıldığında ise sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol grubunda diğer gruplara göre 

anlamlı negatiflik tespit edilmiştir (p=0,047). 
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4.2. Dışkı Örneklerinin Mikrosporidian Parazitler Açısından Değerlendirilmesi 

Dışkı örneklerinin mikrosporidian parazitler açısından değerlendirilmesinde altı farklı 

yöntem (modifiye trikrom boyama, calcofluor white 2MR, Multiplex Real Time PCR, 

IFA-MAbs, Nested PCR ve prob bazlı Real Time PCR ) kullanılmıştır.  

Modifiye trikrom boyama, calcofluor white 2MR ve Multiplex Real Time PCR 

yöntemleri ile intestinal sisteme yerleşen mikrosporidian parazitlerin varlığı tür ayrımı 

yapılmaksızın araştırılmıştır. Bu üç yöntemden Multiplex Real Time PCR ile elde 

edilen sonuçlar esas alınarak cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre 

mikrosporidian parazitlerin pozitiflik oranları karşılaştırılmış ve ayrıca Multiplex Real 

Time PCR ile dışkıdaki parazit yükü belirlenmiştir. Aynı zamanda bu yöntem ile elde 

edilen sonuçlara göre modifiye trikrom boyama ve calcofluor white 2MR boyama 

yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri belirlenmiştir. 

IFA-MAbs, Nested PCR ve prob bazlı Real Time PCR yöntemleri ile ise E.intestinalis 

pozitifliği belirlenmiştir. Bu yöntemlerden prob bazlı Real Time PCR ile elde edilen 

sonuçlar esas alınarak, cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre 

E.intestinalis pozitiflik oranları karşılaştırılmış ve yine prob bazlı Real Time PCR ile 

dışkıdaki parazit yükü belirlenmiştir. Aynı zamanda bu veriler kullanılarak IFA-MAbs 

ve Nested PCR yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri de belirlenmiştir. 

4.2.1. Multiplex Real Time PCR Sonuçlarına Göre Dışkı Örneklerinde 

Mikrosporidian Parazitlerin Pozitiflik Oranları 

İntestinal sisteme yerleşen mikrosporidian parazitlerin belirlenmesinde Multiplex Real 

Time PCR referans test olarak alınmıştır. Analizler esnasında pozitif kontrol olarak 

E.intestinalis, E.hellem, E.cuniculi ve E.bieneusi’ye ait 16S SSU rRNA gen bölgesini 

içeren plazmit DNA’ları kullanılmıştır. Pozitif kontrollerden üç Encephalitozoon 

türünün erime sıcaklığı (melting temparature, Tm) 83.6 (±0.3°C), E.bieneusi’nin ise 86 

(±0.2°C) olarak tespit edilmiştir. Pozitif kontrollerin amplifikasyon grafikleri, erime 

pikleri (melting peaks) ve erime eğrileri (melting curve) Şekil 4.1’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.1. Multiplex Real Time PCR analizleri sonucu.  
A-Amplifikasyon grafikleri. a-E.intestinalis, b-E.cuniculi, c- E.bieneusi, d-E.hellem, e- Negatif kontrol. 
B-Pozitif kontrollerin erime pikleri (melting peaks).  
C- Pozitif kontrollerin erime eğrileri (melting curve). 
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Mikrosporidian parazitlerin tanısında kullanılan yöntemlerle elde edilen pozitiflik 

oranlarının cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı Tablo 

4.2’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.2. Farklı tanı yöntemleri ile elde edilen mikrosporidian parazit pozitifliğinin cinsiyet, yaş, 
araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı 

Modifiye Trikrom 

Boyama 

Calcofluor White 2MR 

Boyama 

Multiplex Real Time 

PCR Grup 

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

Erkek (n:79) 25(31.6) 32(40.5) 29(36.7) 

Kadın (n:71) 18(25.4) 39(54.9) 23(32.4) 

C
in

si
ye

t 

TOPLAM 43(28,7) 71 (47.3) 52(%34.7) 

0-17 (n:25) 10(48) 15(60) 11(44) 

18-30 (n:37) 10(27) 14(37.8) 10(27) 

31-40 (n:23) 2(8.7) 11(47.8) 3(139 

41-50 (n:22) 7(31.8) 10(45.5) 8(36.4) 

51-60 (n:21) 6(28.7) 9(42.9) 12(57.1) 

>61 (n:22) 8(36.4) 12(54.5) 8(36.4) 

Y
aş

 g
ru

pl
ar

ı 

TOPLAM 43(28,7) 71 (47.3) 52(%34.7) 

Onkoloji (n:25) 9(36) 12(48) 13(52) 

KİT (n:25) 7(28) 10(40) 7(28) 

Ürtiker (n:25) 7(28) 12(48) 9(36) 

Gelişme Geriliği 
(n:25) 

10(40) 15(60) 11(44) 

Kontrol Grubu 1 
(n:25) 

6(24) 13(52) 9(36) 

Kontrol Grubu 2 
(n:25) 

4(16) 9(36) 3(12) 

   
   

   
   

A
ra
şt

ır
m

a 
gr

u
pl

ar
ı 

TOPLAM 43(28,7) 71 (47.3) 52(%34.7) 

Pozitif (n:54) 20(37.0) 27(50.0) 23(42.6) 

Negatif (n:96) 23(24.0) 44(45.8) 29(30.2) 

İs
h

al
 d

u
ru

m
u

 

TOPLAM 43(28,7) 71 (47.3) 52(%34.7) 
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İncelemesi yapılan 150 dışkı örneğinden 52 (34,7)’si Multiplex Real Time PCR ile 

intestinal sisteme yerleşen mikrosporidian parazitler açısından pozitif olarak tespit 

edilmiştir. Pozitif tespit edilen örneklerden 49 (%32,7)’unun erime sıcaklığı 83,3 

(±0,2°C) olarak belirlenmiş olup Encephalitozoon spp. olarak değerlendirilmiştir. 3 

(%2)’ünün erime sıcaklığı ise 86,1 (±0,1°C) olarak tespit edilmiş olup bu örnekler 

E.bieneusi olarak değerlendirilmiştir.  

Pozitif tespit edilen 52 hastanın 29 (%55,8)’u erkek, 23 (%44,2)’ü ise kadındı. Erkek ve 

kadın hastalardaki pozitiflik oranları karşılaştırıldığında aralarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farkın olmadığı görülmüştür (p=0,610). 

Yaş gruplarındaki pozitiflik oranları incelendiğinde; mikrosporidia pozitifliğinin 51-60 

yaş arasında en yüksek (%51,7), 31-40 yaş arasında ise en düşük (%13) oranlarda 

olduğu saptanmış olup istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (p=0,042). 

Onkolojik tedavi gören ve akut gastrointestinal rahatsızlığı olan hastaların oluşturduğu 

grupta %52, kemik iliği transplantasyonu yapılmış ve akut gastrointestinal şikayetleri 

olan hasta grubunda %28, ürtikerli hastalarda %36, gelişme geriliği olan çocuklarda 

%44, kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal rahatsızlığı bulunan 

hastalarda %36, sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol grubunda ise %12 oranında 

mikrosporidia pozitifliği tespit edilmiştir. Sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol 

grubundaki pozitifliğin diğer gruplara göre anlamlı şekilde düşük olduğu görülmüştür 

(p=0.046). 

Bütün hasta grupları içerisinde ishal şikâyeti olan 54 hastanın 23 (%42,6)’ü, ishal 

şikâyeti olmayan 96 hastanın ise 29 (%30,2)’u Multiplex Real Time PCR ile intestinal 

mikrosporidian parazitler açısından pozitif olarak değerlendirilmiştir. Ancak yapılan 

istatistiksel değerlendirmede; aradaki farkın anlamlı olmadığı görülmüştür (p=0,153).  

 

4.2.1.1. Multiplex Real Time PCR Sonuçlarına Göre Dışkıda Mikrosporidian 

Parazit Yükü 

Multiplex Real Time PCR ile mikrosporidian parazitler açısından pozitif belirlenen 

örneklerde saptanan Cp değerlerinin cinsiyet,  yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna 

göre dağılımı Tablo 4.3’te verilmiştir.  
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Tablo 4.3. Multiplex Real Time PCR ile pozitif saptanan örneklerin Cp değerlerinin cinsiyet, yaş, 
araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı ve istatistiksel analizi 

Cp değerleri 

Grup 
Pozitif 

Hasta Sayısı Min-Max Ortalama Standart 

sapma 

F P 

Erkek (n:79) 29 31.18-37.1 35.17 1.54 

C
in

si
ye

t 

Kadın (n:71) 23 32.21-38.01 35.27 1.35 

50 0.818 

0-17 (n:25) 11 32.21-36.83 35.33 1.29 

18-30 (n:37) 10 32.14-36.84 34.94 1.51 

31-40 (n:23) 3 35.96-37.14 36.37 0.67 

41-50 (n:22) 8 31.18-38.01 34.93 2.43 

51-60 (n:21) 12 33.43-37.1 35.23 1.02 Y
aş

 g
ru

p
la

rı
 

>61 (n:22) 8 33.56-36.85 35.24 1.20 

0.507 0.770 

Onkoloji (n:25) 13 33.43-37.10 35.27 1.06 

KİT (n:25) 7 31.18-36.01 33.41 1.75 

Ürtiker (n:25) 9 33.38-37.14 35.78 1.34 

Gelişme Geriliği 
(n:25) 

11 32.21-36.83 35.33 1.29 

Kontrol Grubu 1 
(n:25) 

9 33.56-38.01 35.67 1.37 

A
ra
şt

ır
m

a 
gr

u
p

la
rı

 

Kontrol Grubu 2 
(n:25) 

3 35.27-35.98 35.74 0.4 

3,345 0.012 

Pozitif (n:54) 23 31.18-37.1 35.15 1.21 

İs
h

al
 d

u
ru

m
u

 

Negatif (n:96) 29 32.21-38.01 35.61 1.18 

50 0,024 

 

Yapılan istatistiksel analizde; parazit yükü ile cinsiyet (p=0.818) ve yaş (p=0.770) 

arasında anlamlı bir ilişkinin olmadığı görülmüştür. Araştırma gruplarında parazit 

yüküne bakıldığında ise KİT hastalarındaki parazit yükünün onkolojik tedavi gören ve 

gelişme geriliği olan hastalardan farklı olmadığı fakat diğer gruplardan farklı olduğu ve 

bu farkında anlamlı olduğu görülmüştür (p=0.012). 
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4.2.1.2. Multiplex Real Time PCR Sonuçlarına Göre Modifiye Trikrom ve 

Calcofluor White 2MR Boyama Yöntemlerinin Sensitivite ve Spesifite Değerleri 

İncelemesi yapılan 150 dışkı örneğinden 43 (%28,7)’ü modifiye trikrom (Şekil 4.2A ve 

B), 71 (%47,3)’i ise calcofluor white 2MR (Şekil 4.3A ve B) boyama yöntemi ile pozitif 

olarak değerlendirilmiştir (Tablo 4.2). 
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Şekil 4.2. Modifiye trichrome boyama yöntemi ile tespit edilen mikrosporidia 
sporları (x1000) 
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Şekil 4.3. Calcofluor white 2MR  boyama yöntemi ile tespit edilen mikrosporidia 
sporları (x1000) 
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Multiplex Real Time PCR’da elde edilen sonuçlara göre modifiye trikrom boyama ve 

calcofluor white 2MR boyama yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri 

hesaplanmış ve elde edilen sonuçlar Tablo 4.4’te verilmiştir. 

 

Tablo 4.4. Multiplex Real Time PCR’da elde edilen sonuçlara göre modifiye trikrom ve 
calcofluor white 2MR boyama yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri 

Mutiplex Real 
Time PCR Boyama Yöntemleri 

Pozitif Negatif 

Sensitivite Spesifite 

Pozitif 34 9 Modifiye 

Trikrom Negatif 18 89 
%65.4 %90.8 

Pozitif 37 34 Calcofluor 

White 2MR Negatif 15 64 
%71.2 %65.3 

 

İncelemesi yapılan 150 dışkı örneğinden 34 (%22,7)’ü hem modifiye trikrom boyama 

hem de Multiplex Real Time PCR’da pozitif belirlenirken, 18 (%12)’i Multiplex Real 

Time PCR’da pozitif iken modifiye trikrom boyama ile negatif olarak 

değerlendirilmiştir. Hastaların 37 (%24,7)’si hem calcofluor white 2MR hem de 

Multiplex Real Time PCR’da pozitif belirlenirken, 15 (%10)’i Multiplex Real Time 

PCR’da pozitif iken calcofluor white 2MR ile negatif olarak değerlendirilmiştir.  

Multiplex Real Time PCR’ı referans test olarak aldığımızda modifiye trikrom boyama 

yönteminin pozitif prediktif değeri %79.1, negatif prediktif değeri %83.2, sensitivitesi 

%65.4, spesifitesi %90.8; calcofluor white 2MR boyama yönteminin pozitif prediktif 

değeri %52.1, negatif prediktif değeri %81, sensitivitesi %71.2, spesifitesi %65.3 olarak 

belirlenmiştir. 
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4.2.2. Prob Bazlı Real Time PCR Sonuçlarına Göre Dışkı Örneklerindeki 

Encephalitozoon intestinalis Pozitiflik Oranları 

Encephalitozoon intestinalis’in belirlenmesinde prob bazlı Real Time PCR referans test 

olarak alınmıştır. Çalışma esnasında pozitif kontrol olarak E.intestinalis’e ait 16S SSU 

rRNA gen bölgesini içeren plasmit DNA’sından hazırlanmış seri dilüsyonlar 

kullanılmıştır. Ana sulandırımın kopya sayısı 5,3x108 olarak hesaplanmıştır. Daha sonra 

ana stoktan 10’ar kat sulandırılarak 8 dilüsyon hazırlanmıştır. Seri dilüsyonlardan elde 

edilen DNA düzeyleri (Kopya/ml) standart eğrinin oluşturulmasında kullanılmıştır 

(Şekil 4.4A ve 4B).  

 

 
Şekil 4.4. Encephalitozoon intestinalis 16S SSu rRNA gen bölgesini içeren plasmit DNA’sından 
hazırlanmış seri dilüsyonların prob bazlı Real Time PCR analiz sonuçları. 

A- Amplifikasyon eğrileri. 
B- Standart eğri 
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Söz konusu analizde kullanılan dilüsyonlar, Cp değerleri ve DNA düzeyleri Tablo 4.5’te 

verilmiştir. 

Tablo 4.5. Analizlerde kullanılan dilüsyonlar, Cp değerleri ve DNA 
düzeyleri 

Dilüsyon Cp değeri DNA Düzeyleri (Kopya/ml) 

1 (ana sulandırım) 11.75 5,57x108 

2 (1/10) 15.63 4,77 x107 

3 (1/100) 19.01 5,59 x106 

4 (1/1000) 22.73 5,31 x105 

5 (1/10000) 26.95 2,56 x104 

6 (1/100000) 28.89 4,99 x103 

7 (1/1000000) 30.94 6,44 x102 

8 (1/10000000) 33.26 7,17 x101 

 

Uygulanan yöntemlere göre E.intestinalis pozitiflik oranlarının cinsiyet, yaş, araştırma 

grupları ve ishal durumuna göre dağılımı araştırılmış ve Tablo 4.6’de verilmiştir. 
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Tablo 4.6. Farklı yöntemlerle elde edilen E. intestinalis pozitiflik oranlarının cinsiyet, yaş, 
araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı 

IFA-MAbs Nested PCR Real Time PCR 
Grup 

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

Erkek (n:79) 10(12.7) 5(6.3) 18(22.8) 

Kadın (n:71) 17(22.5) 7(9.9) 21(29.6) 

C
in

si
ye

t 

TOPLAM 27(18) 12(8) 39 (26) 

0-17 (n:25) 6(24) 5(20) 10(40) 

18-30 (n:37) 5(13.5) 2(5.4) 7(18.9) 

31-40 (n:23) 2(8.7) - - 

41-50 (n:22) 6(27.3) 3(13.6) 7(31.8) 

51-60 (n:21) 5(23.8) 2(9.5) 10(47.6) 

>61 (n:22) 3(13.6) - 5(22.7) 

Y
aş

 G
ru

p
la

rı
 

TOPLAM 27(18) 12(8) 39 (26) 

Onkoloji (n:25) 7(24) 3(12) 10(40) 

KİT (n:25) 4(16) 4(16) 6(24) 

Ürtiker (n:25) 4(16) - 5(20) 

Gelişme Geriliği 
(n:25) 

6(24) 5(20) 10(40) 

Kontrol Grubu 1 
(n:25) 

5(20) - 7(28) 

Kontrol Grubu 2 
(n:25) 

1(4) - 1(4) A
ra
şt

ır
m

a 
gr

u
p

la
rı

 

TOPLAM 27(18) 12(8) 39 (26) 

Pozitif (n:54) 13(24.1) 7(13.0) 18(33.3) 

Negatif (n:96) 14(14.6) 5(5.2) 21(21.9) 

İs
h

al
 d

u
ru

m
u

 

TOPLAM 27(18) 12(8) 39 (26) 

 

İncelenen 150 dışkı örneğinden 39 (%26)’u prob bazlı Real Time PCR ile E.intestinalis 

açısından pozitif olarak değerlendirilmiştir. Pozitif olarak değerlendirilen bu hastaların 

18 (%46,2)’i erkek, 21 (%53,8)’i ise kadındı. Pozitiflik cinsiyete göre 

karşılaştırıldığında; erkek ve kadın hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p=0.459).  

Yaş gruplarındaki E.intestinalis pozitiflik oranları incelendiğinde; 0-17, 41-50, 51-60 

yaş gruplarında diğer gruplara göre yüksek pozitiflik belirlenirken, 31-40 yaş arasındaki 
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hiçbir hastada pozitiflik tespit edilmemiştir. Yapılan istatistiksel analizde aradaki farkın 

anlamlı olduğu görülmüştür(p=0,007).  

Onkolojik tedavi gören ve akut gastrointestinal rahatsızlığı olan hasta grubunda %40 

kemik iliği transplantasyonu yapılmış ve akut gastrointestinal şikâyetleri olan hasta 

grubunda %24, ürtiker şikâyeti bulunan hasta grubunda %20, gelişme geriliği bulunan 

çocuklarda %40, kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal rahatsızlığı 

bulunan hastalarda %28, sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol grubunda ise %4 

oranında E.intestinalis pozitifliği tespit edilmiştir. Sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol 

grubundaki pozitifliğin diğer gruplara göre anlamlı şekilde düşük, onkolojik tedavi 

gören ve gelişme geriliği olan çocuklarda ise en yüksek pozitifliğin olduğu ve diğer 

gruplara göre anlamlı olduğu görülmüştür (p=0.043). 

İshal şikayeti olan 54 hastanın 18 (%33,3)’i, ishal şikayeti olmayan 96 hastanın ise 21 

(%21,9)’i Real Time PCR ile E.intestinalis açısından pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

Yapılan analizde; aradaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüştür 

(p=0,241). 

 

4.2.2.1. Prob Bazlı Real Time PCR Sonuçlara Göre Dışkıdaki Encephalitozoon 

intestinalis Yükü 

Prob Bazlı Real Time PCR ile E.intestinalis açısından pozitif saptanan örneklerin Cp 

değerleri belirlenerek parazit yükü hesaplanmıştır. Elde edilen Cp değerlerinin cinsiyet, 

yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı ve istatistiksel analizi Tablo 

4.7’de verilmiştir.  
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Tablo 4.7. Prob Bazlı Real Time PCR ile E.intestinalis açısından pozitif saptanan örneklerin Cp 
değerlerinin cinsiyet, yaş, araştırma grupları ve ishal durumuna göre dağılımı ve istatistiksel analizi 

Cp değerleri 
Grup 

Pozitif 
Hasta Sayısı Min-Max Ortalama 

Standart 
sapma 

F P 

Erkek (n:79) 18 29.78-38.29 33.88 1.78 

C
in

si
ye

t 

Kadın (n:71) 21 27.63-36.86 33.21 2.82 

33.818 0.346 

0-17 (n:25) 10 29.27-36.31 34.35 2.07 

18-30 (n:37) 7 30.54-36.86 33.79 2.21 

31-40 (n:23) - - - - 

41-50 (n:22) 7 29.78-38.29 33.14 2.87 

51-60 (n:21) 10 28.65-36.22 33.40 2.37 Y
aş

 g
ru

pl
ar

ı 

>61 (n:22) 5 27.63-34.98 32.25 3.39 

0.667 0.619 

Onkoloji (n:25) 10 33.55-34.95 34.55 0.9 

KİT (n:25) 6 31.77-34.8 33.25 1.21 

Ürtiker (n:25) 5 32.51-38.29 35.23 2.42 

Gelişme Geriliği 
(n:25) 

10 29.27-36.31 34.35 2.07 

Kontrol Grubu 1 
(n:25) 

7 27.63-30.94 29.56 1.12 

A
ra
şt

ır
m

a 
gr

u
p

la
rı

 

Kontrol Grubu 2 
(n:25) 

1 - - - 

13.501 0.000 

Pozitif (n:54) 18 27.63-34.95 32.9 2,45 

İs
h

al
 d

u
ru

m
u

 

Negatif (n:96) 21 28.65-38.29 34 2.45 

36 0,163 

 

Yapılan istatistiksel analizde; parazit yükü ile cinsiyet (p=0.346), yaş (p=0.619) ve ishal 

durumu (p=0,163) arasında anlamlı bir farkın olmadığı görülmüştür. Araştırma 

gruplarında ise akut gastrointestinal şikayeti olan hastalarda diğer gruplara göre parazit 

yükünün fazla olduğu ve bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür 

(p=0.000). 
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4.2.2.2. Prob Bazlı Real Time PCR Göre IFA-MAbs ve Nested PCR Yöntemlerinin 

Sensitivite ve Spesifite Değerleri 

İncelemesi yapılan 150 dışkı örneğinden 27 (%18)’si IFA-MAbs ile (Şekil 4.5), 12 

(%8)’si Nested PCR (Şekil 4.6) ile pozitif olarak değerlendirilmiştir (Tablo 4.6). 
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Şekil 4.5. IFA-MAbs ile pozitif tespit edilen E.intestinalis sporları (x1000) 
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Şekil 4.6. Nested PCR analizinin ikinci PCR basamağında E.intestinalis pozitif belirlenen bazı örneklerin 
agaroz jel üzerindeki görünümü. M- Marker (100bp), 1-pozitif kontrol, 2-negatif kontrol, 3,6-8,11,12-
Pozitif örnekler, 4,5,9,10- negatif örnekler.  

 

Prob bazlı Real Time PCR’da elde edilen sonuçlara göre IFA-MAbs ve Nested PCR 

yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri hesaplanmış ve elde edilen sonuçlar 

Tablo 4.8’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.8. Prob bazlı Real Time PCR sonuçlarına göre IFA-MAbs ve Nested PCR 
yöntemlerinin sensitivite ve spesifite değerleri 

Real Time PCR 
 Yöntem 

Pozitif Negatif 
Sensitivite Spesifite 

Pozitif 22 7 
IFA-MAbs 

Negatif 17 104 
%56.4 %93.7 

Pozitif 12 - 
Nested PCR 

Negatif 27 111 
%30.8 %100 

 

İncelemesi yapılan 150 dışkı örneğinden 22 (%14,7)’si hem IFA-MAbs hem de Real 

Time PCR’da pozitif belirlenirken, 17 (%11.3)’si Real Time PCR’da pozitif, IFA-MAbs 

ile negatif olarak değerlendirilmiştir. Hastaların 12 (%8)’si hem Nested PCR hem de 

Real Time PCR’da pozitif belirlenirken, 27 (%10)’si Real Time PCR’da pozitif, Nested 

PCR ile negatif olarak değerlendirilmiştir.  

Prob bazlı Real Time PCR’ı referans test olarak aldığımızda: IFA-MAbs’ın pozitif 

prediktif değeri %75.9, negatif prediktif değeri %86, sensitivitesi %56.4, spesifitesi 

%93.7; Nested PCR yönteminin pozitif prediktif değeri %100, negatif prediktif değeri 

%80.4, sensitivitesi %30.8, spesifitesi %100 olarak belirlenmiştir. 
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4.3. 16S SSU rRNA Gen Bölgesinin Sekans Analizleri Sonucu 

Çalışmamızda Nested PCR ile pozitif bulunan 12 hastanın yaklaşık 470 bp’lık kısmının 

DNA dizi analizi yaptırılmıştır. Tamamının aynı DNA dizisine sahip olduğu görülen 

örneklerin dizileme sonucu Tablo 4.9’de verilmiştir. 

Tablo 4.9. Pozitif belirlenen hastaların 16S SSU rRNA gen bölgesine ait DNA dizi analizi sonuçları 
 

1    cagcagccgc ggtaatacct gctccaatag tgtctatggt gaatgttgca gttaaaaagt                                      

61   ccgtagtctt ttgtatgtct ttgtttgggg gattatgtcc tgatgtggat gtaagaggtt 

121  tggcagagga cgaggggcac cggatagttg ggcgaggggt gaaatacgaa gaccctgact 

181  ggacggacag aagcgaaggc tgtgctcttg gacttatgtg acgatgaagg acgaaggcta 

241  gaggatcgaa atcgattaga taccgtttta gttctagcag taaacgatgc cgactggacg 

301  ggactatata gtgttgtgca tgagaaatct tgagtatgtg ggttctgggg atagtatgct 

361  cgcaagagtg aaacttgaag agattgacgg aaggacacca caaggagtgg agtgtgcggc 

421  ttaatttgac tcaacgcggg gcaacttacc ggttctgaag cgggcaggag  a 

 

Elde edilen dizileme sonucunun GenBank’a kayıtlı izolatlarla nükleotid dizilimleri 

açısından benzerlik ve farklılıkları Tablo 4.10’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.10. Elde edilen dizileme sonucunun GenBank’a kayıtlı izolatlarla nükleotid dizilimleri açısından 
benzerlikleri. 

46 69 195-196 256 296 361 383 395 413 
Benzerlik 

(%) Pozitif Örnek 

T T - T G C G G G  

CP001951.1 C T - T G C G G G 99 

CP001946.1 C T - T G C G G G 99 

CP001945.1 C T - T G C G G G 99 

CP001942.1 C T - T G C G G G 99 

U09929.1 C T - T G C G G G 99 

L16867.1 C T - T G C G G G 99 

L39113.1 C T - T G C G G G 99 

L16866.1 C T - T G C G G G 99 

DQ453122.1 C T - T G C G G G 99 G
en

B
an

k
’t

a 
k

ay
ıt

lı 
iz

ol
at

la
r 

L19567.1 C - A - - T A A T 98 
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Elde edilen dizileme sonucu GenBank’a kayıtlı izolatlarla nükleotid dizilimleri 

açısından karşılaştırılarak benzerlik oranları tespit edilmiştir. Karşılaştırılması yapılan 

dokuz izolat ile %99, bir izolat ile ise %98 benzerlik tespit edilmiştir.  



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Birçok omurgalı ve omurgasız canlıda enfeksiyona sebep olan mikrosporidian 

parazitler, ipek böcekçiliği ve balıkçılıkta sorunlara neden olmakla birlikte, çekirge gibi 

böceklerin biyolojik kontrolünde ise yarar sağlamaktadır. Uzun süredir bilinen bu 

parazitin HIV enfeksiyonu ile ilişkisinin ortaya konulmasıyla birlikte bu parazite karşı 

son yıllarda artan bir ilgi oluşmuştur. Bu nedenle yapılan epidemiyolojik çalışmaların 

büyük çoğunluğu immun sistemi baskılanmış kişilerden oluşmaktadır ki bu da parazitin 

fırsatçı patojen özelliğini yansıtmaktadır. Parazitin laboratuvar tanısındaki zorluklar ve 

tanı yöntemlerindeki farklılıklardan dolayı prevalans verileri oldukça değişkenlik 

göstermektedir (11,13,16,17). 

Bu çalışmada; E.intestinalis’in immun sistemi baskılanmış ve immun sağlıklı hasta 

gruplarında yaygınlığının araştırılması, tanıda kullanılan farklı yöntemlerin duyarlılık ve 

özgüllüklerinin araştırılması, parazitin 16S SSU rRNA gen bölgeleri yönünden 

moleküler karakterizasyonunun araştırılarak GenBank’a kayıtlı izolatlarla nükleotid 

dizilimleri açısından benzerlik oranlarının tespiti amaçlanmıştır. 
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Çalışmamızda beş farklı hasta grubu oluşturularak elde edilen epidemiyolojik veriler 

tartışılmıştır. Bu çalışmada DNA izolasyonu için orijinal bir yöntem de geliştirilmiş ve 

avantajları tartışılmıştır. Çalışmamızda örneklerin incelenmesinde mikrosporidian 

parazitlerin tanısında kullanılan altı farklı yöntem kullanılmıştır. Bu yöntemlerden Real 

Time PCR ile elde edilen sonuçlar referans alınarak diğer yöntemlerin duyarlılık ve 

özgüllükleri belirlenerek tartışılmıştır. 

Araştırma gruplarımızdan onkolojik tedavi görenler ile kemik iliği transplant hastaları, 

immunsupresif olarak değerlendirilmiş ve bu iki grup birlikte tartışılmıştır.  

Mikrosporidialar fırsatçı patojenlerdir ve enfeksiyonlarında klinik seyir, hastanın 

bağışıklık sisteminin durumuna ve enfeksiyon bölgesine göre farklılık göstermektedir 

(11,16,17). Bu parazitler özellikle HIV ile enfekte immun sistemi baskılanmış 

hastalarda yaygın olarak bulunmaktadır. Kanser tedavisi alan ve organ transplant 

hastaları da immunsupresif olarak değerlendirilebilmekte ve mikrosporidian parazitler 

bu hastalarda ciddi enfeksiyon oluşturabilmektedir. Aynı zamanda, önemli 

komplikasyonlara da neden olup tedavi sürecini olumsuz etkileyebilmektedir (24,85). 

Lono ve ark. (85) kemoterapi gören 311 kanser hastasının 68(%21,9)’inde, 173 sağlıklı 

bireylerin ise 5(%2,9)’inde modifiye trikrom boyama yöntemi ile mikrosporidian 

parazitleri belirlediklerini bildirmişlerdir. Spesifik primer kullandıkları PCR 

amplifikasyonu sonucunda ise bu hastaların 2’sinde E. intestinalis, 1’inde ise E. hellem 

tespit etmişlerdir. Karaman ve ark. (24) kanser tanısı almış 320 hastada %10.9, kontrol 

grubunda ise %5.6 oranında farklı boyama yöntemleri ile mikrosporidian parazitleri 

saptadıklarını ve aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğunu bildirmişlerdir. 

Yazar ve ark. (26) kanserli bir hastanın BAL örneğinde Giemsa boyama ile 

mikrosporidian sporlarını tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Şıvgın ve ark (29) onkolojik 

tedavi gören bir hastada E.intestinalis belirlediklerini ve bu vakanın Türkiye’de IFA-

MAbs ile belirlenen ilk E.intestinalis vakası olduğunu bildirmişlerdir. Hamamcı ve ark. 

(86) kanser tanısı almış ve akut gastrointestinal sistem şikayetleri olan toplam 93 

hastanın %78,5’inde, bir veya birden fazla yöntemle pozitiflik belirlediklerini 

bildirmişlerdir. IFA-MAbs yöntemi ile yaptıkları tür ayrımında ise hastaların 9 

(%9.7)’unda E. bieneusi, 43 (%46.2)’ünde E. intestinalis ve 13 (%14)’ünde ise hem E. 

bieneusi hem de E. intestinalis tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Hamamcı (87) kanser 
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tanısı almış hastaların %45’inde mikrosporidian parazitleri, %10’unda ise E.bieneusi 

tespit ettiğini bildirmiştir. 

Organ transplant hastalarında vakalar şeklinde mikrosporidian parazitler 

bildirilmektedir. 1993 yılından günümüze kadar kemik iliği ve solid organ transplant 

hastalarında 60’tan fazla mikrosporidia vakası rapor edilmiştir (88). Çetinkaya ve ark. 

(89) 200 kemik iliği transplant hastasının 51 (%25,5)’inde E.intestinalis, 8(%4)’inde 

E.bieneusi, 19(%9,5)’unda ise mix enfeksiyon olmak üzere toplam 78 (%39)’inde 

pozitiflik bildirmişlerdir. Hamamcı (87) kemik iliği transplantlı hastaların %35’inde 

mikrosporidian parazitleri, %25’inde ise E.bieneusi tespit ettiğini bildirmiştir. 

Akut gastrointestinal sistem şikayetleri olan kanserli hastalar ve kemik iliği transplant 

hastaları ile gastrointestinal sistem şikayetleri olan kişilerden oluşan kontrol grubu 

arasında mikrosporidian parazitlerin görülmesi açısından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır. Fakat sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol grubu ile aralarında anlamlı 

bir fark mevcuttu. İmmun sistemi baskılanmış hastalardan oluşan her iki grupta da 

yüksek oranda pozitiflik tespit edilmiştir. Bu hastalarda mikrosporidian parazitlerin 

özellikle de Encephalitozoon türlerinin, önemli gastrointestinal rahatsızlıkların yanı sıra 

dissemine enfeksiyonlara da neden olabileceği unutulmamalıdır. Bu durum hastanın 

hem yaşam kalitesini hem de tedavi sürecini olumsuz etkileyebilmektedir. Kanser 

hastaları ile kemik iliği transplant hastalarının yaşam kalitesini yükseltmek ve tedavi 

esnasında hastanın paraziter enfeksiyonlardan korunması amacı ile bu hastaların 

özellikle de gastrointestinal sistem şikayetleri olanların düzenli aralıklarla 

mikrosporidian parazitler açısından değerlendirilmesi gerektiği kanaatindeyiz. 

Araştırma gruplarımızdan bir diğerini de ürtiker şikayeti olan hastalar oluşturmaktadır. 

Ürtiker, basınca solabilen, kırmızı ve deriden kabarık, sıklıkla kaşıntılı ve 1-2 mm’den 

bir kaç cm’ye kadar değişebilen büyüklükte, kenarları düzensiz kabartılardan oluşan bir 

çeşit deri hastalığıdır. Kabartılar, vücudun herhangi bir yerinde oluşma ve genellikle 48 

saatten daha kısa bir zamanda kaybolma eğilimindedir. Ürtiker, insanlarda günlük 

aktiviteyi ve yaşam kalitesini olumsuz yönde etkilemektedir. Ürtiker ataklarının altı 

haftadan kısa sürmesi akut ürtiker, altı haftadan uzun sürmesi ise kronik ürtiker olarak 

adlandırılır. Akut ürtikerin sebeplerini saptamak genellikle daha kolaydır. İlaçlar, 

enfeksiyonlar, gıda ve gıda katkı maddeleri, psikojenik faktörler, otoimmun hastalıklar, 

bazı endokrin hastalıklar ve malign hastalıklar gibi birçok faktör ürtiker sebebi olarak 
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görülebilmektedir. Buna karşılık kronik ürtiker vakalarının %70'inde herhangi bir 

tetikleyici faktör bulunamamaktadır. Bulunabilen sebepler arasında da besinlere 

hassasiyet ilk sırayı almaktadır. Özellikle gıda katkı maddelerini içeren yiyecek ve 

içecekler (boyalı sakızlar, şekerler, patates cipsi vb.), baharatlı ve konserve edilmiş 

yiyecekler, kabuklu kuru yemişler en sık sorumlu tutulan maddelerdir (90-93). Paraziter 

açıdan bakıldığında ise Blastocystis hominis ve Giardia intestinalis ürtikerle ilişkisi 

olduğu bildirilen protozoonların başında gelmektedir (94-96).  

Mikrosporidian parazitler ile ürtiker arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmaların sayısı 

oldukça azdır. Karaman (13), genel vücut kaşıntısı ve alerji şikayeti olan hastaların 

%13.2’sinde; Karaman ve ark., (97) ürtiker şikayeti olan hastaların %19.7’sinde 

mikrosporidian parazitlerin tespit edildiğini bildirmişlerdir. Her iki çalışmada da 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişkinin olduğu vurgulanmıştır. Hamamcı (87) ise 

ürtikerli hastaların %35’inde mikrosporidian parazitlerin, %20’sinde ise E.bieneusi 

tespit ettiğini fakat kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farkın olmadığını bildirmiştir. Çalışmamızda ürtikerli hastalarda elde ettiğimiz pozitiflik 

oranları sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol grubu ile karşılaştırıldığında aralarında 

anlamlı bir farkın olduğu görülmüştür. Birçok çalışmada Blastocystis hominis ürtiker 

sebebi olan parazitler içerisinde ilk sırada yer almaktadır (94-96). Çalışmamızda da 

ürtiker şikayeti olan hastaların %32’sinde B.hominis tespit edilmiştir. Ürtikerli 

hastalarda mikrosporidian parazitlerin görülme oranının ise %36 olduğu 

düşünüldüğünde ürtiker ile ilişkilendirilmesi gereken önemli bir parazit grubunun da 

mikrosporidian parazitler olabileceği görülür. 

Hastaların günlük aktivitelerini ve yaşam kalitelerini olumsuz yönde etkileyen ürtikerin, 

sebebini tam olarak belirleyebilmek doğru tedavinin verilmesi açısından oldukça önemlidir. 

Bağırsak parazitleri, gastrointestinal sistem şikayetlerinin yanı sıra, sinir sistemi, ürogenital 

sistem ve deride de çeşitli semptomlara neden olmaktadır. Aynı şekilde mikrosporidian 

parazitlerinde immun sistemi sağlam olan bireylerde de enfeksiyon oluşturabildiği göz 

önüne alınarak, özellikle sebebi bilinmeyen ürtikerli hastaların dışkı örneklerinde rutin 

olarak bu parazitin aranmasının uygun olacağını düşünmekteyiz.  

Araştırma gruplarımızdan bir diğerini de gelişme geriliği olan hastalar oluşturmakta idi. 

Büyüme ve gelişme geriliği, beslenme bozuklukları, malabsorbsiyon, bağırsak 

parazitleri, hormonal nedenler, ailevi nedenler, kronik hastalıklar gibi değişik sebeplere 
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bağlı olarak ortaya çıkabilir. Bağırsak parazitleri kusma, ishal, iştah değişiklikleri gibi 

gastrointestinal sistem rahatsızlıklarına neden olabileceği gibi malnütrisyona da neden 

olarak çocuğun bedensel ve zihinsel gelişiminde yetersizliklere yol açabilir (98). 

Mikrosporidian parazitlerin çocuklardaki yaygınlığı ile ilgili araştırmalarda genellikle 

akut veya kronik diyaresi olan çocuklar üzerinde yoğunlaşılmıştır.  Wanachiwanawin ve 

ark. (99) diyaresi olan HIV ile enfekte çocukların %25.3’ünde, HIV ile enfekte olmayıp 

akut diyaresi olan çocukların ise %14.9’unda konvansiyonel yöntemlerle 

mikrosporidian parazitleri tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışma sonucunda, HIV 

ile enfekte olmayan çocuklarda da mikrosporidian parazitlerin önemli olduğu 

vurgulanmıştır.  

Botero ve ark. (100) gastrointestinal şikayetleri olmayan immun sistemi baskılanmamış 

çocukların %1.8’inde; Termmathurapoj ve ark. (101) Tayland’da çocukların %1,3’ünde; 

Calik ve ark. (102), gastrointestinal şikayetleri olan 1181 çocuğun %7.8’inde; Türk 

(25), ishal şikayeti olan çocukların %9,5’inde konvansiyonel yöntemlerle 

mikrosporidian parazitleri bildirmişlerdir.  

Tumwine ve ark. (103) malnutrisyon ve diyare sebebiyle hastaneye yatırılarak tedavi 

edilen çocuklarda %17.4’ünde E. bieneusi bildirmiştir. Karaman, (13) büyüme ve 

gelişme geriliği bulunan çocukların %12.1’inde mikrosporidian parazitleri belirlediğini 

ve istatistiksel olarak büyüme ve gelişme geriliği ile Microsporidium spp. görülme 

durumu arasında anlamlı ilişki tespit ettiğini bildirmiştir. Hamamcı (87) gelişme geriliği 

bulunan çocukların %35’inde mikrosporidian parazitleri, %5’inde ise E. bieneusi tespit 

ettiğini bildirmiştir.  

Çalışmamızda gelişme geriliği olan hastalarda elde ettiğimiz pozitiflik oranları sağlıklı 

gönüllülerden oluşan kontrol grubu ile karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir farkın 

olduğu görülmüştür. İncelenen hastalardan sadece üçünde ishal mevcutken diğer 22 

hastada gastrointestinal şikâyetler mevcut değildi. Mikrosporidian parazitler açısından 

pozitif bulunan 11 hastanın 9 (%81.8)’unda ishal şikayeti mevcut değildi. Ayrıca 

gelişme geriliği olan çocukların %20’sinde nativ-lugol yöntemi ile diğer intestinal 

protozoonlar tespit edilmiştir. Gelişme geriliği olan çocuklarda gastrointestinal 

şikâyetlerin varlığına bakılmaksızın dışkının parazitolojik ve özellikle de 

mikrosporidian parazitler açısından değerlendirilmesi gerektiğini düşünmekteyiz. 
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Araştırma gruplarımızdan bir diğerini de akut gastrointestinal şikayetleri bulunan fakat 

kronik herhangi bir rahatsızlığı bulunmayan hastalar oluşturmaktadır. İntestinal 

microsporidiosiste en tipik belirtiler ishal, iştahsızlık ve kilo kaybıdır. İshal kan ve 

lökosit olmaksızın sulu dışkılama ile karakterizedir. HIV pozitif hastalarda ilk 

microsporidiosis olgusu 1985 yılın da rapor edilmiş ve 1985’ten günümüze kadar 

mikrosporidian parazitler uzamış ishali ve kilo kaybı bulunan AIDS hastalarının büyük 

bir kısmında bu tablonun oluşmasından sorumlu tutulmuştur. Tanı metotlarının 

gelişmesi ve farkındalığın artmasıyla mikrosporidia enfeksiyonlarının sadece 

immunsupresif kişilerde görülmediği aynı zamanda immun sağlıklı kişilerde de akut ve 

kendini sınırlayan ishallere neden olabileceği gösterilmiştir (104). 

İshal şikâyeti olan hastalarda yapılan çalışmalarda; Kotler ve Orenstein (105), 

mikrosporidia prevalansını ishalli AIDS hastalarında %83, ishali olmayan AIDS 

hastalarında ise %2 olarak bildirmişlerdir.  Kumar ve ark. (106), 105 HIV pozitif kronik 

ishalli hastanın 10’unda MTS yöntemiyle mikrosporidian parazitleri tespit ettiklerini, 

ishali olmayan 48 hastanın ise hiçbirinde mikrosporidian parazitleri görmediklerini 

bildirmişlerdir. Field ve ark. (107), 109’u ishalli olan 180 hastanın 36’sında 

mikrosporidian parazitleri saptadıklarını bildirmişlerdir. Rabeneck ve ark. (108)  ishal 

şikayeti olan 55 hastanın 18 (%33)’inde, ishal şikayeti olmayan 51 hastanın 13 

(%25)’ünde mikrosporidian parazitleri belirlemişlerdir. 

Karaman ve ark.(109) %7,3, Türk ve ark.(110) %9,8, Atambay ve ark. (23)  %6,5 

oranında konvansiyonel yöntemlerle mikrosporidian parazitleri rapor etmişlerdir. Oğuz 

ve ark. (30) ishal şikayeti olan hastaların %38,5’inde mikrosporidian parazitleri tespit 

ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada Nested-PCR ile DNA dizi analizi 

yaptırmaksızın, %1,5’luk agaroz jeldeki büyüklüğü 300-320 bp arasında değişen 

bantları yorumlayarak yaptıkları tiplendirmede; hastaların %62,9’unun E.intestinalis, 

%31,4’ünün E.cuniculi, %5,7’sinin E.hellem olduğunu rapor etmişlerdir. Ayrıca 

hastaların %9,1’inde E.bieneusi olduğunu bildirilmiştir. Hamamcı (87) herhangi bir 

kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal şikâyetleri bulunan hastaların 

%60’ında mikrosporidian parazitleri, %15’inde ise E.bieneusi tespit ettiğini bildirmiştir. 

Çalışmamızda herhangi bir kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut gastrointestinal 

şikâyetleri olan hastalarda elde ettiğimiz pozitiflik oranları sağlıklı gönüllülerden oluşan 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir farkın olduğu görülmüştür. 
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Çalışmamızda ishal şikâyeti olan ve olmayan hastalarda parazit görülmesi açısından ise 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır. Hastalardaki parazit yüküne 

bakıldığında ise ishalli hastalarda anlamlı bir şekilde parazit yükünün fazla olduğu 

görülmüştür. Bu durum parazit yükü ile ishal durumu arasında bir ilişki olabileceğini 

göstermektedir. 

İshal insanların günlük aktivitesini olumsuz etkileyebilen ve yüksek miktarda sıvı ve 

elektrolit kaybına sebep olan bir klinik tablodur. İshal etkeninin doğru belirlenmesi, 

doğru tedavinin verilmesi açısından önemlidir. Mikrosporidian parazitlerin de tedavi 

olmadan geçebilen ishallere neden olabileceği ve 2-3 gün süren turist ishallerinin 

görülebileceği bildirilmektedir. Ayrıca, kronik ishali olan ve daha önceden enterik 

patojen saptanmayan hastalarda mikrosporidian parazitlerin varlığı da bildirilmektedir. 

Bütün bunların ışığında herhangi bir kronik rahatsızlığı olmayan fakat akut veya kronik 

gastrointestinal şikayetleri olan hastalarda mutlaka mikrosporidian parazitlerin de 

araştırılması gerektiğini düşünmekteyiz. 

 

Çalışmamızda; mikrosporidian parazitlerin tanısında sıklıkla tercih edilen yöntemlerin 

duyarlılık ve özgüllüklerinin hesaplanması da amaçlanmıştır. Mikrosporidiaların spor 

boyutlarının oldukça küçük olması nedeniyle rutin dışkı incelemelerinde genellikle 

gözden kaçmaktadır. Bu nedenle de mikrosporidia sporlarının tanımlanması ve 

enfeksiyonun doğrulanması için farklı yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. Farklı 

boyalarla boyanan preparatların ışık veya floresan mikroskobunda incelenmesi, 

transmisyon elektron mikroskobisi, serolojik testler, moleküler testler, histolojik 

incelemeler, hücre kültürü ve akım sitometrisi tanıda kullanılan bazı yöntemlerdir 

(3,11,42). 

 

Bu yöntemler içerisinden moleküler tabanlı tanı yöntemleri birçok paraziter 

enfeksiyonun tanısında kullanılmaktadır. Mikrosporidian parazitlerin tanısında birçok 

laboratuvarda mikroskobi temeline dayalı yöntemler kullanılsa da son yıllarda tanıda, 

moleküler yöntemlerin kullanılması artmıştır. Moleküler tanı yöntemleri; duyarlılığı ve 

özgüllüğü yüksek olan hızlı ve doğru sonuç veren yöntemlerdir (53,54).   

Moleküler yöntemlerin başarısı, hasta örneklerinden genomik DNA’nın ekstraksiyonu 

için kullanılan yöntemlerle yakından ilişkilidir. Çalışmamızda dışkı örneklerinden DNA 
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izolasyonu yapılmıştır. Dışkıdan DNA izolasyonu oldukça zordur ve değişkenlik 

göstermektedir. Aynı zamanda dışkı, polimeraz enzim inhibitörlerini içerebilmektedir. 

Dışkı örneklerinde mikrosporidian parazitlerin DNA’sının elde edilmesinde, birçok 

araştırmacı normal kit prosedürlerinin yetersiz kaldığını ve bu nedenle de mekanik veya 

kimyasallarla sporların parçalanmasını sağlayacak ön işlemlerin tanının duyarlılığını 

arttırdığını bildirmektedir (55-59). Çalışmamızda dışkı örneklerinde DNA izolasyonuna 

başlamadan önce dışkıya çeşitli ön işlemler uygulanmıştır. Böylece dışkıdan 

mikrosporidia DNA izolasyonu için orijinal bir metod geliştirilmiştir. DNA 

izolasyonundan önce dışkı örneklerine su-eter konsantrasyon yöntemi uygulanarak 

parazitler dışkı artıklarından arındırılmış ve yoğun bir şekilde elde edilmesi 

sağlanmıştır. Bu konsantrasyon yönteminde PCR analizlerini olumsuz etkilediği bilinen 

formol yerine su kullanılmıştır. Çoklaştırma işleminden sonra cam boncuklar ile 

mekanik parçalama gerçekleştirilmiştir. Bu işlemlere ilaveten örnekler sıvı azotta 

dondurulmuş ve hemen sonrasında kaynatılmıştır. Bu şekilde spor duvarının daha etkili 

bir şekilde parçalanması ve daha yüksek konsantrasyonlarda DNA elde edilmesi 

sağlanmıştır. Dışkıda bulunan polimeraz enzim inhibitörlerini uzaklaştırmak için ise 

çeşitli araştırmacılar tarafından örneklerin dilüsyonu veya guanidin tiyosiyanat ile 

muamele edilmesi tavsiye edilmektedir (55-59). Çalışmamızda DNA izolasyonu için 

kullanılan kit, dışkı örnekleri için üretilmiş olup içerisindeki bazı solüsyonlar sayesinde 

bu dezavantaj da ortadan kaldırılmış ve PCR reaksiyonları için uygun kalitede DNA 

elde edilmiştir. Yapılan denemelerde ön işlemler uygulanarak pozitif belirlenen 6 

hastadan 3(%50)’ünün normal kit prosedürü ile negatif belirlendiği, diğer 3 hastanın 

pozitif belirlendiği fakat hastalardaki parazit yükünün oldukça düşük olduğu 

görülmüştür. 

 

Real Time PCR tekniği, hızı, sensitivite ve spesifitesi, seçiciliği, hedef patojen veya gen 

bölgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi gibi nedenlerle son yıllarda öne 

çıkmaktadır. Ayrıca söz konusu teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonları da 

hassas bir şekilde belirlenebilmektedir. Son yıllarda önemi giderek artmış bir yöntem 

olan Real Time PCR ile yapılan çalışmalarda, sensitivitesi ve spesifitesi %100 olduğu 

bildirilmektedir (66-69).  
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Çalışmamızda örnekler, moleküler olarak Nested-PCR, prob bazlı Real Time PCR ve 

Multiplex Real Time PCR ile incelenmiştir.  

Mikrosporidian parazitlerin tanısı amacıyla rRNA bölgesinden hazırlanan primer ve 

probların kullanıldığı gerek multipleks Real Time PCR gerekse prob bazlı Real Time 

PCR yöntemlerinin %100 sensitivite ve spesifiteye sahip olduğu birçok araştırmacı 

tarafından bildirilmektedir. Bu yöntemin dışkıda 102 spor/ml saptayabilme duyarlılığına 

sahip olduğu bildirilmiştir (66-69). Çalışmalarımızda 16S SSU rRNA gen bölgesinde 

dizayn edilen orijinal primerler kullanılmıştır. Seri dilüsyonlardan oluşan pozitif 

kontroller ve farklı parazitlerden oluşan negatif kontrollerle primerlerin güvenilirliği 

değerlendirilmiştir. 

Çalışmamızda da Multiplex Real Time PCR ile tür ayrımı yapmaksızın mikrosporidian 

parazitler araştırılmıştır. Bu yöntem ile elde edilen sonuçlara göre modifiye trikrom 

boyama ve calcofluor white 2MR boyama yöntemlerinin sensitivite ve spesifite 

değerleri belirlenmiştir. 

Gastrointestinal microsporidiosisin tanısı, birçok laboratuvarda örneklerinin Calcofluor 

veya Modifiye Trikrom boyaları ile boyanarak ışık ve floresan mikroskobunda 

incelenmesiyle yapılmaktadır. Fakat bu yöntemlerle örnekler sadece mikrosporidia 

pozitif olarak değerlendirilmekte, tür tayini yapılamamaktadır. Aynı zamanda bu 

yöntemlerin duyarlılık ve özgüllükleri de oldukça düşüktür. Calcofluor boyası hızlı ve 

zahmetsiz bir boyama yöntemidir. Spor duvarındaki kitine bağlanarak sporun floresan 

vermesini sağlamaktadır. Mikrosporidian sporları dışında yapısında kitin içeren diğer 

bütün organizmalara da bağlanarak tanıyı zorlaştırmakta veya yanlış pozitifliklere sebep 

olmaktadır. Modifiye Trikrom boyama yöntemi ise calcofluor boyasına göre oldukça 

zahmetli ve uzun süren bir prosedüre sahiptir. Duyarlılığı daha yüksektir, fakat sporlar 

dışkıdaki bazı artefaktlarla karışarak yanlış pozitifliklere sebep vermektedir. Bazı 

durumlarda bu boyama yönteminde sporun polar tüp kısmında horizontal veya diagonal 

çizgiler görülmektedir. Fakat sporların her zaman bu şekilde görülmemesi yanıltıcı 

olabilmektedir. Aynı zamanda sporların boyutlarının oldukça küçük olması, sayısının az 

olması veya dışkıda bulunan fazla miktardaki artık maddeden dolayı gözden 

kaçabilmesi ve ayrıca değerlendirmede deneyimli personele ihtiyaç duyulması 

konvansiyonel yöntemlerin dezavantajları içerisinde yer almaktadır. Bu dezavantajlara 

rağmen araştırmacıların bir kısmı konvansiyonel yöntemlerin tanıda kullanılabilecek 
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hassas ve hızlı yöntemler olduğunu savunmaktadır. Franzen ve ark. (12) Uvitex 2B 

boyasının, Degirolami ve ark. (48) ise hem Uvitex 2B boyasının hem de MTS 

yönteminin tanıda kullanılabilecek hızlı ve hassas bir yöntem olduğunu bildirmektedir. 

Ayrıca Uvitex 2B boyasının mikrosporidia sporlarının canlılıklarının belirlenmesinde 

önemli olduğu belirtilmektedir. Didier ve ark. (111) dışkıda mikrosporidian parazitlerin 

tanısında Calcofluor White 2MR, MTS ve IFA yöntemlerinin duyarlılığını araştırmak 

için yaptıkları çalışmada E.intestinalis sporları ile hazırladığı üç farklı dışkı örneğinden 

10 seri hazırlayarak üç farklı yöntemle preparatları değerlendirmişlerdir. Hazırladıkları 

bütün dilüsyonları TEM, Calcofluor White 2MR ve MTS ile pozitif bulduklarını, 10 

örneğin ise IFA ile negatif olduğunu bildirmişlerdir.  

Bir grup araştırmacı ise bu verilerin aksine konvansiyonel yöntemlerin düşük sensitivite 

ve spesifiteye sahip olduğunu savunmaktadır. Saigal et al (112) Trikrom boyamanın 

özgüllüğünü %100, duyarlılığını %97.9, Calcofluor boyamanın özgüllüğünün %82.2, 

duyarlılığının ise %79.7 olarak belirlemişlerdir. Hamamcı (87) MicroF ve 300R 

primerleri kullanılarak yapılan cins spesifik-PCR’ı referans alarak MTS’nin 

sensitivitesini %61.8, spesifitesini %59.6; Calcofluor’un sensitivitesini %72.4 

spesifitesini %47.1 olarak belirlediğini bildirmiştir.  

Çalışmamızda Multiplex Real Time PCR referans test olarak alındığında modifiye 

trikrom boyama yönteminin sensitivitesi %65.4, spesifitesi %90.8; calcofluor white 

2MR boyama yönteminin sensitivitesi %71.2, spesifitesi %65.3 olarak belirlenmiştir. 

Bu bulgular ışığında intestinal mikrosporidiaların tanısında boyama yöntemlerinin 

yetersiz kalabileceği aşikardır.  

Prob bazlı Real Time PCR ile dışkı örneklerindeki E.intestinalis pozitifliği 

araştırılmıştır. Prob bazlı Real Time PCR referans test olarak alınmış ve E.intestinalis’in 

tanısında kullanılan IFA-MAbs ve Nested PCR’ın sensitivite ve spesifite değerleri 

belirlenmiştir. Söz konusu durumda; Nested PCR’ın sensitivitesi %30.8, spesifitesi 

%100 olarak belirlenmiştir. Dışkı gibi kompleks yapıya sahip olan örneklerde klasik 

PCR yöntemleri bazı durumlarda yetersiz kalmaktadır. Bu örneklerde bazen 

amplifikasyon mümkün olmamakta, bazen de oluşan non-spesifik fragmentlerin 

amplifikasyonu sonucu yanlış pozitiflikler ortaya çıkabilmektedir. Nested PCR 

yönteminde standart PCR’dan farklı olarak, ilk amplifikasyonda elde ettiğimiz PCR 

ürününün kalıp olarak kullanılması ve bu bölgeye spesifik ikinci bir primer çiftinin yer 
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aldığı ikinci bir amplifikasyon uygulandığından yanlış pozitiflikler ortadan 

kaldırılmakta, aynı zamanda düşük DNA’ya sahip örneklerde ikinci kez PCR 

uygulaması ile teşhisteki sensitivite artırılabilmektedir. Çalışmamızda Nested-PCR ile 

yanlış pozitiflik durumunun söz konusu olmadığı görülmüştür. Fakat Real Time PCR ile 

karşılaştırıldığında sensitivitesinin oldukça düşük olduğu görülmüştür. Real Time PCR 

çalışılamadığı durumlarda bu yöntem ile pozitif belirlenen hasta örneklerinde sorun 

olmadığı fakat hasta örneklerinin negatif belirlenmesi durumunda tek başına yetersiz 

olduğu, mutlaka ikinci bir tanı yönteminin uygulanması gerektiği düşünülmektedir.  

Prob bazlı Real Time PCR referans test olarak alındığında IFA-MAbs’ın, sensitivitesi 

%56,4, spesifitesi %93,7 olarak belirlenmiştir. Ayrıca örneklerin incelenmesi esnasında 

yeşil floresan veren fakat morfolojik olarak uyumsuz görüldüğü için pozitif olarak 

değerlendirilemeyen 9 (%6) hasta preparatı mevcuttur.  

Monoklonal antikorlar örnekte bulunan sporların spor duvarındaki proteinlere 

bağlanmakta ve floresan mikroskobunda sporlar parlak yeşil röfle vermektedir. Bu 

yöntemlerin duyarlılık ve özgüllükleri ile ilgili bazı çelişkiler bulunmaktadır. Alfa Cisse 

ve ark. (52) PCR ile karşılaştırıldığında IFA-MAbs’ın spesifite ve sensitivitesinin %100 

olduğunu bildirmişlerdir. Tür ayrımında PCR’dan daha hızlı ve daha ucuz olduğu için 

“altın standart” olarak kabul edilebileceğini vurgulamışlardır. Enriquez ve arkadaşları 

(113) Encephalitozoon türlerinde ekzospor ile reaksiyona giren 3B6 monoklonal 

antikorunu kullanarak yaptıkları çalışmada, bu monoklonal antikorun 3 

Encephalitozoon türünün tanımlanmasında etkili olduğu, ayrıca diğer protozoonlar, 

mikrosporidian parazitler ve mantarlarla çapraz reaksiyona girmediğini rapor 

etmişlerdir. Tek dez avantajının üç türü ayırt edememesi olduğunu da vurgulamışlardır. 

Monoklonal antikorların kullanıldığı IFA testinin yüksek spesifite ve sensitiviteye sahip 

olduğunu düşünen bu araştırmacıların aksine bir grup araştırmacı ise IFA-MAbs ile 

tespit edilen mikrosporidial sporların diğer bir yöntemle mutlaka teyit edilmesi 

gerektiğini vurgulamaktadır. Beckers ve ark. (114) E.intestinalis’e spesifik monoklonal 

antikorların E.hellem ile çapraz reaksiyon vermediği, fakat dışkıda bulunan bazı bakteri 

ve mayalarla çapraz reaksiyon verdiğini bildirmişlerdir. Morfolojik olarak bu yapılardan 

ayrılarak tanıya gidilebileceğini rapor etmişlerse de diğer klinik örneklerde daha 

güvenilir sonuç alınabileceğini vurgulamışlardır. 
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Al-Mekhlafi ve ark.(21) MTS boyama yöntemi ile mikrosporidia açısından 50 pozitif, 

50 negatif toplam 100 dışkı örneğini IFA yöntemi ile monoklonal antikor kullanarak 

(anti-E. bieneusi ve anti-E. intestinalis) değerlendirmişlerdir. İncelenen 100 örneğin 

42’sinde E. bieneusi, 7’sinde E. intestinalis ve 7’sinde ise mix enfeksiyonun olduğunu 

ve  çalışma sonucunda, MTS boyama tekniği ve IFA-MAbs arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişkinin bulunduğunu bildirmişlerdir. Mikrosporidial sporların 

tanımlanmasında IFA-MAbs yönteminin sensitivitesinin %98, spesifitesinin %86 

olduğunu belirterek konvansiyonel tanı yöntemlerinin yanında IFA-MAbs yöntemi ile 

örneklerin değerlendirilmesinin duyarlılığı arttıracağını vurgulamışlardır. 

Garcia ve ark. (115) IFA-MAbs’ın mikrosporidian parazitlerin tanısı için spesifik 

olmadığını bildirmişlerdir. Bazı sporların polar tüp kısmında horizontal veya digonal 

çizgilenmeler görülebileceğini, bu durumda tanının oldukça kolay olduğu fakat her 

zaman bu yapıların ayırt edilemeyeceği veya sporların çok soluk floresan verebileceği 

vurgulanmıştır. Didier ve ark.(111)  IFA yöntemi ile pozitif olduğu bilinen 40 örnekten 

10’unu doğrulayamadıklarını vurgulamışlardır.  

Elde ettiğimiz veriler ışığında moleküler yöntemlerin uygulanmadığı laboratuvarlarda 

IFA-MAbs yönteminin kullanılabileceği fakat değerlendirme esnasında boyut ve 

morfolojik yapı gibi kriterlerin de göz önüne alınarak değerlendirilmesi gerektiği ve 

MTS gibi boyama yöntemleri ile birlikte uygulanmasının duyarlılığı arttırabileceğini 

düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda parazitin 16S SSU rRNA gen bölgeleri yönünden moleküler 

karakterizasyonu araştırılarak GenBank’a kayıtlı tüm izolatlarla nükleotid dizilimleri 

açısından benzerlik oranlarının tespit edilmesi de amaçlanmıştır. Bu nedenle Nested 

PCR ile pozitif olarak belirlenen izolatların nükleotid sekansları belirlenmiştir. 12 

izolatın tamamının 16S SSU rRNA gen bölgesine göre identik oldukları görülmüştür. 

Aynı zamanda çalışmamızda elde edilen izolatların Kanada (CP001951, CP001946, 

CP001945, CP001942), Amerika (U09929.1), Hollanda (L16866.1) ve İrlanda 

(DQ453122.1)’dan bildirilen izolatlarla  %99 identik bulunurken Amerika 

(L19567)’dan bildirilen bir izolatla %98 identik bulunmuştur. 

Mikrosporidian parazitlerin yayılışına etki eden birçok faktör bulunmakla birlikte 

sosyo-demografik faktörlerin epidemiyolojiye etkisi hakkında kısıtlı bilgi 
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bulunmaktadır. Çalışmamızda cinsiyet ve yaş ile parazit görülmesi arasındaki ilişki de 

araştırılmıştır. 

Çeşitli çalışmalarda cinsiyet ile mikrosporidian parazitlerin görülmesi arasında anlamlı 

bir farkın olmadığı görülmüştür (13,24,97). Çalışmamızda da erkek ve kadın 

hastalardaki pozitiflik oranları karşılaştırıldığında aralarında istatistiksel olarak anlamlı 

bir farkın olmadığı görülmüştür.  

Diğer taraftan yaş ile parazit görülme oranının karşılaştırıldığı sınırlı sayıda çalışmada 

anlamlı bir ilişki tespit edilmemiştir. Çalışmamızda ise 41 yaş üstü ile 18 yaş altındaki 

hastalarda pozitifliğin diğer gruplara göre daha yüksek olduğu ve aradaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir. Bu farkın; çocukların hijyen 

kurallarına fazla dikkat etmemesi ve yaşlıların immun sisteminin zayıflamış 

olabileceğinden kaynaklanmış olabileceği düşünülmüştür.   

Sonuç olarak; 

Bu çalışmada immun sistemi baskılanmış ve immun sağlıklı bireylerden oluşan farklı 

hasta gruplarında mikrosporidian parazitlerin ve E.intestinalis’in yaygınlığı 

araştırılmıştır. Elde edilen bulgular sonucunda sağlıklı gönüllülerden oluşan kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında bütün hasta gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

pozitifliğin olduğu görülmüştür. Diğer taraftan; mikrosporidian parazitlerin tanısında 

kullanılan konvansiyonel tanı yöntemlerinin yetersiz kaldığı, bu yöntemlerin düşük 

sensitivite ve spesifiteye sahip olduğundan yanlış pozitiflik veya negatiflik verme 

olasılığının yüksek olduğu, bu nedenle mikrosporidian parazitlerin tanısında Real Time 

PCR’ın kullanılmasının isabetli olacağı, Real Time PCR imkanının olmadığı 

durumlarda IFA-MAbs’ın MTS ile birlikte çalışılmasının gerektiği sonucuna varılmıştır. 

Bu çalışma ile Türkiye’de ilk kez mikrosporidian parazitlerin DNA dizilimleri 

belirlenmiştir. 

Çalışmamızda araştırma gruplarının sadece 25’er hastadan oluşması bu çalışmanın en 

büyük kısıtlılıklarından biridir. Aynı zamanda sosyo-demografik faktörler ve hastaların 

sahip olduğu semptomlar ile mikrosporidian parazitlerin görülmesi ve parazit yükü 

arasındaki ilişki de ayrıntılı bir şekilde ortaya konamamıştır. İleri çalışmalarda; bu 

faktörlerle mikrosporidian parazitler arasındaki ilişkinin araştırılabileceği gibi, 

Türkiye’den elde edilen izolatlarla farklı gen bölgelerini içeren daha ayrıntılı filogenetik 

analizler yapılabilir. Bunun yanında çok merkezli çalışmaların planlanarak Türkiye 
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genelinde epidemiyolojik verilerin ortaya konulmasının bilime katkı sağlayacağı 

mutlaktır. Mikrosporidian parazitlerin başka hastalık gruplarında hatta sebebi 

bilinmeyen hastalıklarda da araştırılması gerektiği kanaatindeyiz. 
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