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Ozet

Pneumocystis jirovecii immundiskin hastalarda interstisyel pneumoni
(PCP) etkeni olan atipik bir mantardir. Bununla birlikte, hastalarda ve saglkl
bireylerde asemptomatik alt solunum yolu kolonizasyonu da yapabilmektedir.
Kolonize bireyler P.jirovecii icin hem rezervuar hem de duyarli hastalara
bulasta enfeksiyon kaynadi roli oynayabilmektedir. = Pneumocystis
enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart yéntem, geleneksel boyalarla veya
isaretli 6zgll antikorlarin yer aldigi direkt floresan antikor (DFA) testleri ile
Pneumocystis kist ve/veya trofozoitlerinin hasta érneklerinde gdsterilmesidir.
Ancak, 6zellikle disitk parazit ylkinin s6z konusu oldudu kolonize bireylerde
molekiler yéntemlerin daha uygun oldugu bildiriimektedir.

Calismamizda, PCP agisindan saglik calisan ve saglik calisan olmayan
bireylerde P.jirovecii kolonizasyonu sikliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla, Sadlk calisanlari, saglik calisan olmayan gonuller ve immiintskin
gonilltlerden olusan 250 gonilliden agiz calkanti suyu ve nazal slrintl
ornekleri toplanmis ve real-time PCR yodntemi ile P.jirovecii MSG geni
arastinlmistir. Ayrica, PCR ile P.jirovecii pozitif saptanan érnekler DFA testi ile
degerlendirilmistir.

P.jirovecii kolonizasyon orani tim c¢alisma grubunda %?22.8 bulunmus
olup, saglik calisanlari, saglik calisan olmayan erigkinleri ve imminduskin
hastalarda ayri olarak dederlendirildiginde sirasiyla %22, %21 ve %28
oranlar elde edilmistir. P. jirovecii kolonizasyonu uzerine etkili olabilecek
faktorlerin analizinde; cinsiyet, gecirilmis solunum yolu enfeksiyonu, kronik
hastalik varligi, sigara ve alkol kullanimi, antibiyotik ve kemoterapi ilac
kullanimi, saghk calisanin calisma slresi ile P. jirovecii kolonizasyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi. Hematoloji
hastalarinda hastalik siresi ile kolonizasyon arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunmustur (P<0.05). Ote yandan, P.jirovecii kolonizasyonu
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pozitif orneklerin DFA testi ile de degerlendirilmesi sonucunda, P.jirovecii
kolonizasyonunun saptanmasinda real-time PCR testinin daha duyarl
olabilecegi sonucuna varilmistir.

Bu calisma, sinirli bir bélgeyi kapsamakla birlikte, tGlkemizde P. jirovecii
kolonizasyonunun varligini ve yayginhdini ortaya cikarmistir. Bilgilerimize
gére calismamiz, Pneumocystis jirovecii enfeksiyonu olmayan bireylerde
kolonizasyon prevalansini belirlemeye vyonelik Ulkemizde vyapilan ilk
calismadir. Ancak, Ulkemizdeki genel durumun yansitilabilmesi igin, farkh
boélgelerden, daha fazla sayida katilimcinin dahil edilecegi, kapsaml

calismalara ihtiyag bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: P.jirovecii, kolonizasyon, saglik calisan, saglik

calisan olmayan, immuinduskin génulltler,real time-PCR



Summary

Pneumocystis jirovecii, is an atypical fungus that can cause interstitial
pneumonia in most immunosuppressed patients. However, it could colonize
the lower respiratory sistem of patients as well as healthy population.
P.jirovecii colonized individuals could act as a major reservoir and would
serve as a source of infection for susceptible subjects.

The gold standard method for detection of P.jirovecii is staining
trophozoites and cysts by conventional and immunoflorescence stains,
though it can be diagnosed by different PCR methods. In colonized subjects,
the load of organisms is usually low making it may be more appropriate for
detection of Pnuemocystis colonization using PCR methods.

The object of our study is to determine the of prevalence Pneumocystis
jirovecii colonization in three different Pneumocytis jirovecii not infected
population groups: Health care workers, general population and
immunosuppressed volunteers using oropharyngeal and nasal swabs. All
specimens were analysed by real time-PCR targetting P.jirovecii MSG gen.
Positive samples were re-assessed using direct immunoflourescence method
as the standard diagnostic method of P.jirovecii.

Our results showed that a total of % 22 of the hospital workers, % 21
of general population and %28 of immunosuppressed volunteers are
colonized with P.jirovecii. Analysis of colonization risk factors; gender, upper
respiratory infection, chronic lung infection, smoking, alcohol, working
duration in hospital, using antibiotics or chemotherapeutic drugs revealed
that there is no statistical difference between these factors and P.jirovecii
colonization; however, there is statistical difference between colonized and
non colonized groups in terms of disease duration (p<0.05). Moreover,

comparing positive results given by real time-PCR with direct
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immunoflourescence test we found that real time-PCR method is more
sensitive in detecting P.jirovecii low levels present in colonized patients.

In conclusion; our results of P.jirovecii colonization among health
workers and general population in our country are comparable to other
published data in other populations. This is also the first time to assess
P.jirovecii colonization prevalence among PCP not infected
immunosuppressed volunteers, health care workers and general population;
however, there is a need to study broader groups in Turkey in order to

generalize these results.

Key words: P.jirovecii, colonization, health workers, general

population, immunosuppressed volunteers, real time-PCR.
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1- GIRIS VE AMAC

Pneumocystis jirovecii kultirde Uretilemeyen, kaynadi ve bulas yolu
kesin olarak kanitlanamamis bir firsatci fungal patojen olup, pndmosistis
pnoémonisinin (PCP) etkenidir. Bununla birlikte muhtemel kaynadin enfekte
hastalar ve kolonize saglikli bireyler oldugu ve bulasin da solunum yoluyla
gerceklestigine dair bulgular mevcuttur (Wazir vd., 2004; Medrano vd.,
2005). P. jirovecii bakteriyel veya viral pndmonisi olup hastanede yatan
hastalarda kolonize olabilmektedir. Hastalar, pnémoninin yayginlasmasi,
enfeksiyonun bulasi, tedavinin gliclesmesi, inflamasyon ve bdlgesel alveolar
hasarin gelisip kronik obstriktif akciger hastaliginin (KOAH) olusmasi gibi
risklerle karsi karsiya gelebilmektedir. Hastane ve kliniklerde PCP
salginlarinin olmasi, PCP’li bir hastadan, PCP acisindan riskli bir immun
duskin hastaya P. jirovecii'nin aktarildigi yonindeki teoriyi desteklemektedir
(Moris vd., 2008). P. jirovecii pndmonisinin yayilliminda kolonize olmus
kigilerin roli kesinlesmistir ve galismalar, PCP’li hastalarla ilgilenen immun
yeterli hastane galisanlari ve PCP’li hastanin ailesindeki diger bireylerin de P.
jirovecii ile kolonize olabildi§ini géstermistir. insanlarin P. jirovecii ile
karsilasmalarinin genellikle cocukluk doneminde gerceklestigi ve saglikh
bireylerde kolonizasyon oraninin ylksek oldugu cesitli calismalarda
gosterilmistir (Vargas vd., 2001). Ancak, ulkemizdeki P.jirovecii
kolonizasyonu siklidina dair herhangi bir veriye rastlanmamistir. Bu
calismada, herhangi bir solunum sistemi enfeksiyonu bulgusu olmayan
goénullilerden invaziv olmayan ydntemlerle elde edilen klinik &6rneklerde
P.jirovecii DNA'sinin molekiler testlerle arastirilmasi ve bdylece lUlkemiz igin,
en azindan yakin gevremizi iceren, bir veri elde edilmesi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1- Tarihge

Pneumocystis tirleri dinyada yaygin olarak saptanan ve konak cesitliligi
genis olan o&karyotlardir. Bazi 06zellikleriyle protozoon, bazi 6zellikleriyle
mantarlara benzeyen bir mikroorganizmadir. Ilk olarak 1909 yilinda Carlos
Chagas tarafindan fark edilmis ve Trypanosoma cruzi ile enfekte edilmis
kobaylarin akcigerlerinde gosterilmis ve yanlislikla Trypanosomalarin
sizogonal evresi olarak tanimlanmistir (Delanoe P vd., 1912). Doktor Antonio
Carini, 1910 yilinda, Trypanosoma lewisi ile enfekte sicanlarin akcigerinde
benzer kistler saptadigini bildirmistir (Delanoe P vd., 1912). Ug¢ yil sonra
Pierre ve Delanbée Trypanosoma ile enfekte olmayan hayvanlarin
akcigerlerinde de ayni kistleri saptamislar ve ayri bir tlr ve cins olarak
tanimlamis ve daha 6nce siganlar lzerinde etkeni saptamis olan Carini'nin
anisina P. carinii olarak adlandirmiglardir (Walzer vd., 2005; Moris ve Noris,
2012; Aliouat-Denis ve ark, 2009; Stringer, 1996; Stringer vd., 2002; Magali
vd., 2010).

Insanda Pneumocystis carinii’'ye bagl ilk enfeksiyon, 1942'de
Hollanda’da 3 olgu seklinde rapor edilmistir (Van der vd., 1942). Ikinci
Dlinya Savasl sonunda Avrupa’da bir dkslzler yurdunda yetersiz beslenen
cocuklar arasinda goéritlen plazma hicreli pndmoni epidemisi ile Vanek ve
Jirovec tarafindan tanimlandi (Jirovec 1952; Gajdusek, 1957). Daha sonra
1960'll yillarda konjenital immun yetmezlikli cocuklar ve malignite tedavisi
gobren yetiskinlerde nadir sporadik vakalar olarak bildirilmistir. 1980°li yillarda
AIDS hastaliginin ortaya cikmasiyla PCP vaka sayisinda artis gozlenmistir.
Immunitesi baskilanmamis bireylerde etkenin hastalik olusturmadidi
bildirilmektedir. Mikroorganizmay! 1951 yilinda yeni dodanlarda interstisyel
plazma hulcreli pnédmoni etkeni olarak ilk kez tanimlayan Cek parazitolog Otto
Jirovec’in onuruna, Frenkel tarafindan 1999 vyilinda P. jirovecii ismi
kullanilmistir. Béylece Pneumocystis carinii ismi sadece sicanlarda enfeksiyon
etkeni olan turdn adi olarak kullanilmaya baslanmistir (Walzer vd., 2005;
Wazir vd., 2004; Stringer vd., 1996; Stringer vd., 2002; Magali vd., 2010).

2.2- Siniflandirma

Pneumocystis jirovecii (P. carinii f. sp. hominis) tek hucreli, dkaryotik bir
mikroorganizma olup, onceleri protozoon olarak kabul edilmesine ragmen
1980’lerin sonuna dodru kromozomal karyotiplendirme, nikleotid sekans
analizi, multilokus enzim elektroforezi, antijenik 06zellik ve enfeksiyonun
deneysel olarak gecisini arastiran ultrastriktirel calismalar sonucu
protozoonlardan c¢ok atipik filament6z olmayan mantarlara benzerlik
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gosterdigi saptanmistir (Wazir vd., 2004; Aliouat-Denis vd., 2009; Stringer
vd., 1996; Cushion vd., 2007).

Morfolojik yapisi, protozoa ve bakterilerde bulunan ylizey antijenik
varyasyonu, antiprotozoal ilaglara karsi olan duyarhligi, mantar besiyerinde
Ureyememesi Ozellikleri protozoonlarla benzerlik goésterir. Ancak organel
sisteminin iyi gelismis olmasi, mantar boyalarn ile boyanabilmesi, kist
duvarinin ultrastriktirel yapisi, kristalize lameller yapidaki mitokondriler,
intrakistik yapilar iceren kist formlari, protein sentez elongasyon faktér 3,
timidilat sentaz, dihidrofolat rediktaz genleri ve 18S rRNA geni nukleotid dizi
analizleri ile mantarlara daha yakin oldugu gosterilmistir. Filogenetik olarak
P. jiroveci’nin, fungi aleminde, Dikarya alt aleminde, Ascomycota bélimulnde,
Taphrinomycotina alt boélimunde, Archiascomycetes sinifinda,
Pneumocystidales takiminda ve Pneumocystiaceae ailesinde
siniflandiriimasi 6nerilmektedir (Wazir vd., 2004; Stringer, 1996; Cushion,
2004; Beck vd., 2009; Mehlhorn, 2008; Cushion vd., 2007).

2.3- Morfoloji

Pneumocytis’in uzun sireli, devamli ve gulvenilir bir kultlir sistemiyle
halen Uretilememis olmasi nedeniyle mantarin yasam siklusu, morfolojisi ve
enfeksiyona hangi formunun neden oldugu tam anlamiyla anlasilabilmis
degildir (Walzer vd., 2004; Calderon vd., 2011). Mikroorganizmanin bilenen
tim yasam donglsl asamalari memelilerin akciger alveollerinde hicre
disinda nadiren de ekstrapulmoner organlarda belirlenmigtir. Isik ve elektron
mikroskobisi ile incelendiginde P. jiroveci’nin yasam doénglstinde farkli
formlarin bulunabildigi saptanmistir (Walzer vd.,2005; Wazir vd., 2004;
Calderon vd., 2011; Magali vd., 2010):

1.Trofozoit

2.Prekist (erken, ara, geg prekist evreleri)

3.Kist (asci)

2.3.1 -Trofozoitler;

Trofozoit formu, Pneumocystis yasam siklusunun vejetatif asamasi ve
akcigerde en sik (% 90-95 oraninda) gorilen formudur (Aliouat-Denis vd.,
2009). Boyutlari 1.2-5 pym capinda olup pleomorfik yapidadir. Cogunlukla
kiimeler halinde amoeboid sekilde bulunurlar. Ince gift duvarla cevrilidir.
Hlicre duvari yaklasik 20-25 pm kalinhidindadir ve i¢c kisimda daha ince
plazma membrani bulunur. Trofozoit ylzeyinde bulunan tibdler cikintilar
(veya filopodya), alveolar keselerde tip 1 epitelyal hicrelere tutunmaya
yardimci olmakta ve besin alimini arttirmaktadir.



Trofozoit icinde ¢ok sayida porlari bulunan tipik nilkleer zarf ile
cevrelenmis ve genelde dadinik kromatin iceren tek c¢ekirdek bulunur.
Cekirdek cift ceperlidir. Sitoplazmada vezikUlli golgi, duzensiz yerlesimli
mitokondri, vakuoler bosluklar, ribozomlar, glikojen benzeri parcaciklar,
mikrotlbll ve muhtemel lipit kdkenli serbest osmofilik graniller bulunur.
Plasma zarn dizgindir ve pas mantarlari (rust fungi) gibi plazma
membraninda sterol degil, yag asidi veya 3-beta hydroxysterol icerir (Walzer
vd., 2005; Vavra vd., 1970; Magali vd., 2010; Chinnappan vd., 2011;
Mehlhorn, 2008).

2.3.2- Prekistler (erken, ara, gec¢ prekist evreleri);

Prekist formu trofozoit ve kist arasindaki ara sekiller olarak
tanimlanmaktadir. Erken donemde dis zar tek ve kesintili, elektron yogun
katmanhdir. Tek c¢ekirdeklidir. Ribozom, glikojen ve mitokondri sayisi
fazladir. Sinaptonemal kompleksler gérulir, bu kompleksler mayoz
bélinmenin oldugunun gostergesidir. Ara donemde, yapisi yuvarlaktir, 2-4
adet cekirdedi vardir ve hicre duvari ¢ katmanh olup daha kalindir. Geg
dénemde ise hilcre duvari daha da kalinlasir, 40-100 nm boyutlarina ulasir
ve B-1,3 glukan agisindan zengindir. Cekirdek sayisi dértten fazla ve cift zarli
gériuntasa tipiktir (Walzer vd., 2005; Magali vd., 2010).

2.3.3- Kist formu

Kist formu diger sekillere gére daha blylk olup 4-8 um boyutlarinda ve
yuvarlak veya hilal sekillidir. Dizgun ve kalin bir duvara sahiptir. Duvar
ceriye cikintilar yaparak parantez benzeri sekiller olusturur, Gomori'nin
glmusleme boyasi ile boyandiginda goériinen bu cikintilar kistler igin tipik bir
Ozelliktir. Filopodya nadiren bulunur. Her kist en fazla sekiz intrakistik cisim
icermektedir (Walzer vd., 2005; Wazir vd., 2004). Intrakistik cisimcikler 1-2
Mm blydkliginde olup cift katl zara sahiptir. Cisimciklerin icinde nukleus,
mitokondri, endoplazmik retikulum ve birgok serbest ribozom bulunmaktadir.
Kistin parcalanmasi ile acida cikan intrakistik cisimcikler geliserek
trofozoitlere donismektedir. Kist duvari 50-160 nm kalinhidginda olup dis, orta
ve en icte plazmalemma olmak lzere 3 katmandan olusmaktadir. En ig
tabaka trofozoitlerin plazma membranina benzer, orta tabaka en elektron
gecirgen tabakadir, beta-1,3 glukan, kitin ve melanin gibi karmasik
polimerler icermektedir (Walzer vd., 2005; Magali vd., 2010; Chinnappan
vd., 2011; Thomas vd., 2004).

2.4- Ureme

Elektron mikroskobik calismalarla gére, Pneumocystis’in Ureme sekilleri
belirlenmistir. Pneumocystis eseyli ve eseysiz olmak Uzere iki farkl sekilde
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Ureme goésterir; trofozoitler yasam siklusunun aseksiel fazinda ikiye
bélinerek codalirlar. Trofozoitlerde saptanan feromon sinyalizasyonu ve
sinaptonemal komplekslerin varhdgi mayoz bodlinmeyi destekler ve
Pneumocystis'in eseyli (remesini sadlar. Nadir olusan seksiel doénglde
haploid yapidaki trofozoitlerin konjugasyonu ile sporozoitler olusur.
Sporozoitler mayoz ve sonrasinda mitoz ile bélinerek 8 adet haploid yapida
intrakistik cisimcigi olustururlar. Daha sonrasinda trofozoitler kist duvarinda
olusan yariktan disar serbestlenirler. Bunun sonucunda kist duvarinda ¢cbkme
meydana gelmekte ve Kkist icerisinde bir miktar sitoplazma kalmaktadir (Sekil
2.1) (Walzer vd., 2005; Aliouat-Denis vd., 2009; Mehlhorn, 2008; Almeida
vd., 2015; Cushion vd., 2007).

a Asexual b Sexual

N

& R ) .
Nucleus (. &+ Mitochondrion
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Conjugation

Sekil 2.1 Pneumocystis jirovecii hayat doéngusd (Nature Reviews
Microbiology, 2007)



2.5- Hiicre Duvari ve Antijenik Ozellikleri

Pneumocytis jirovecii yuzeyinde glukoz/mannoz, N-asetil glukozamin ve
galaktoz/n-asetil galaktozamin bulunmaktadir. Hlicre duvarinin esas yapisini
kitin ve B- 1,3 glukan olustururken sterol olarak %75 oraninda kolesterol
bulunmaktadir. Diger mantarlardan farkl olarak hiicre duvarinda ergosterol
bulunmaz (Walzer vd., 2005; Mehlhorn, 2008). En o6nemli Pneumocytis
antijeni majér yizey glikoproteinidir (MSG ya da gp A). Insanlardan izole
edilen Pneumocystis MSG’si 95 kDa iken hayvanlardan izole edenlerde 140
kDa’a kadar ulasmaktadir. Trofozoitlerdeki MSG miktari kistlerde bulunandan
daha azdir (Walzer vd., 2005; Stefano vd., 1998).

MSG tlre 6zgl ve ortak epitoplar igerir, humoral ve hiicresel bagisik
yanitlarin olusmasina neden olur ve mantarin konak ile etkilesiminde merkezi
rol oynar. Bu glikoprotein Pneumocytisin konak hicre ylzeyinde bulunan
matriks proteinleri, fibronektin, ylzey proteinleri A, D ve mannoz gibi
reseptdrlere yapismasini kolaylastirir (Walzer vd., 1999). Pneumocytis'in
memeli konakta badisiklik yetmezliginin olmadigi kosullarda kendisini
antijenik varyasyonlarla gizledigi disinilmektedir. Antijenik varyasyonlardan
sorumlu tutulan gen MSG antijenlerini kodlayan MSG gen ailesidir. Diger
antijenik yapilar ise 35-45 kDa, 45-55 kDa glikoprotein, MSR (Tip II MSG),
kistlerde bulunan disintegrin ve metalloproteaz PcCADAM, subtilisin benzeri bir
serin proteaz PRT 1 (Kex 1)'dan olusmaktadir. Pneumocystis jirovecii’'de
bulunan tek gen kopyasi olan Kex 1 serin endoproteazin tam anlamiyla
goérevi bilinmemekle birlikte, MSG proteolitik aktivite ile organizmanin
patojenitesini artirabilmektedir (Walzer vd., 2005; Morris vd., 2012; Lugli
vd., 1999; Keely vd., 2005; Kutty vd., 2003; Kennedy vd., 2009).

2.6- Patogenez

Pneumocystis spp. insan ve cgesitli hayvanlarin alveollerinde bulunur.
Inhale edildikten sonra iist solunum yolundaki savunma mekanizmalarindan
kacarak tim doénglsinu alveoler bosluklarda tamamlamaktadir. Ylzeyinde
pek c¢ok fibronektin bulunan tip I alveolar hicrelere Pneumocystis
trofozoitinin tutunmasi ile enfeksiyonun basladigi disinilmektedir. Konak
hiicre ylzeyindeki mannoz badlayan reseptorler, laminin ve vitronektinin
Pneumocystis’in epitalyal katmanlara tutunmasinda 6nemli rol oynadiklari
bildirilmektedir. Pnuemocystisin tip 1 alveoaler hicrelere tutunmasini
takiben, htlcre ylzey glikokaliksinde azalma, alveolar kapiller damarlarin
permeabilitesinde artma oldugu elektron mikroskobisi ile gdsterilmis, tip I
alveoler hicrelerdeki bu degisimin subepitelyal kabarcik olusumu, temel
membran erezyonu ve dejeneratif degisimin ortaya ¢ikmasi ile sonucglandigi
bildirilmistir. Bu dedisikliklerin sonucu olarak tip II epitelyal hlicrelerde de
hipertrofi ve hiperplazi olusur. Isikk mikroskobunda Pneumocystis

6



pnomonisinin tipik koplksi eozinofilik ekslidasi ve bal petegi gorinimi
gbzlenebilir. PCP’'nin siddeti arttikca interstisyel fibrozisin yani sira, hiyalin
zar olusumu da izlenmektedir. Bazi hastalarda atipik olarak alveolar ekslda
gérulmemekte, bazen de kaviter lezyonlar, granidlomlar veya
mikrokalsifikasyonlar olusabilmektedir (Walzer vd., 2005; Mehlhorn, 2008;
Thomas vd., 2004). Nadir gorulen grantlomatéz PCP genelde HIV enfekte
hastalar ile hematolojik hastalarda ve %3-5 oraninda bildirilmektedir
(Bondoc vd., 2002; Sabur vd., 2011) .

2.7- Iimmun Yanit

Pneumocystis tlrlerine karsi korunmada hem dogal hem de adaptif
immun yanit etkilidir. Dogal immun yanitta alveolar makrofajlar, adaptif
immun yanitta ise 06zellikle htcresel immun yanit énemli olmakla birlikte
humoral immun yanitin da roli oldugu belirtilmistir (Walzer vd., 2005;
Mehlhorn, 2008; Walzer vd., 1999).

2.7.1- Dogal immun yanit

Pneumocytis’e karsi savunmada ilk basamak alveolar makrofajlardir ve
mantarin akcigerden temizlenmesinde esas rold oynarlar (Walzer vd., 2005;
Mehlhorn, 2008). Alveolar makrofajlarin yuzeyinde bulunan mannoz
reseptorleri Pneumocystis‘in hiicre ylizeyindeki MSG ve B glukana baglanarak
fagositoz yanitini baslatir (Limper vd., 1997; Steele vd., 2003). Dektin 1 ve
FC reseptorleri makrofajlar icin gereklidir. Pneumocystis’in makrofaj
hicrelerine alinabilmesi ancak kompleman, opsonizasyon ve spesifik
antikorlarin yardimiyla tamamlanabilir. Pnuemocystis hucre duvar esas
bileseni olan B glucan, kritik proinflamatuar sitokinlerin (IL1,TNF-q,
eikozanoidler, reaktif oksidanlar) ve makrofaj iltihap proteini (MIP)-2 gibi
kemokinlerin alveolar makrofajlardan salinimini baslatir. Vitronektin ve
fibronektin glikoproteinler, Pneumocystis B glukani ile baglanarak alveolar
makrofajlardan IL-6 Uretimini saglar (Walzer vd., 2005; Steele vd., 2003;
Fidel vd., 2005). Bunun yaninda, insan alveolar makrofaj ylzeyindeki
mannoz reseptorlerine Pneumocystis tirlerinin baglanmasi ile nikleer faktér
kappa B (NF-kB)'nin nukleusa gecip IL-8 Uretimini uyardigi gosterilmistir
(Zhang vd., 2004).

Alveolar makrofajlarin Pneumocystis tlrlerine karsi savunmadaki diger
bir roli de surfaktant protein (SP) dretimidir ve enfeksiyon sirasinda
surfaktan proteinlerinden A ve D artigi olur. Bununla birlikte SP-A ve SP-D’nin
alveolar makrofajlarin Pneumocystis tirlerine baglanmasini uyardigi ancak
fagositozu uyarmadigi bildirilmistir (Fidel vd., 2005; Koziel vd., 1998). SP-
D'nin ise blylk agregasyonlar olusturarak alveolar makrofajlarin



Pneumocystis tirlerinin fagositozunu engelledigi distntlmustir (Yong vd.,
2003; Steele vd., 2005).

Pneumocystis enfeksiyonunda noétrofilin roli tam olarak anlasiimamistir.
Immun diskiin hastalarda Pneumocystis pndmonisi ile nétropeni arasinda
iliski bulunamamistir. AIDS ve immun sistemi baskilanmis PCP hastalarinda
IL8 ve notrofil seviyesi takip edildiginde, bu molekillerin seviyesinin
hastaligin siddeti hakkinda bilgi verdigi ve konsantrasyonlarinin arttikca
siddetin de arttigi belirtilmistir (Fidel vd., 2005). PCP olan fareler ile yapilan
bir calismada ise yine akciger hastaligi ile notrofil seviyesi arasinda bir iliski
oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, CD4+ T lenfosit yoklugunda
Pneumocystis eliminasyonunda noétrofil’in dnemli roli olmadigi bulunmustur
(Swain vd., 2004).

HIV enfekte ve immun yetmezligin bulundugu diger hastalarda,
bozulmus veya azalmis dogal oldirict (NK) hiicre sayilari, bu hicrelerin
Pneumocystis tlrlerine karsi konak dodgal immun yanitinda rol oynadidini
disindurmauastir (Walzer vd., 1999; Steele vd., 2005). Ayrica Pneumocystis
pnomonili hastalarda hipogammaglobulinemi ve NK hicrelerin eksikligi
bildirilmistir (Steele vd., 2005). Pneumocystis pnémonili hastalardan alinan
BAL orneklerinde CD57+ NK hicreleri belirgin olarak yiksek buldugunda
badisik yanitin etkili odugu disinulirken (Mantovani de Castro vd., 2006),
baska calismalarda dogal 6ldiricli hicrelerin Pneumocystis tirlerine karsi
konak savunmasinda rollerinin minimal oldugu belirtiimektedir (Steele vd.,
2005).

2.7.2- Kazanilmis immun yanit

Hlcresel immun yanit yaninda B hicreleri araciligiyla olusturulan salgisal
(humoral) immun vyanitinda Pneumocystis tlrlerinin  akcigerlerden
temizlenmesinde 6nemli rol aldigi belirtiimistir (Steele vd., 2005; Kling vd.,
2010).

2.7.2.1- Hiicresel immun yanit

Pneumocystis pndémonisine karsl adaptif badisiklikta en 6nemli roll
CD4+ T hicreleri oynamaktadir (Blanco vd., 2008). Pneumocystis pnémoni
riski, CD4+ T hiicre sayisi 200 hiicre/mm? altinda bulunan kisilerde (HIV
enfekte hastalar gibi) artmaktadir (Mehlhorn, 2008; Walzer vd., 1999; Steele
vd., 2005; Rapaka vd., 2010). Pneumocystis enfeksiyonu sirasinda
akcigerlerde meydana gelen CD4+ T hicre infiltrasyonu, bu hicrelerin
enflamatuar slrecin dizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir (Steele
vd., 2003). Pneumocystis MSG ve 55-kDa'lik antijenlerine karsi CD4+ T
hicrelerinin yaniti, sayilarinin ve proinflamatuvar cevabin (IFN-y, TNFa ve IL-
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1 gibi sitokinlerin salgilanmasi) artisi olarak ortaya cikar (Steele vd., 2003).
CD4+ T hicrelerinin B lenfositler ve diger hicrelerle CD40-CD40L yolu ile
etkilesimi, antikor sentezi ve P. jirovecii'nin akcigerlerden uzaklastiriimasi icin
gereklidir (Walzer vd., 2005; Walzer vd., 1999; Steele vd., 2003). Kanda
ve/veya akcigerlerde azalmis CD4+ hiicre sayilari PCP siddetini ve tedavide
kullanilan ilaca (trimetoprim) direng gelisme riskini artirmaktadir (Walzer vd.,
1999).

Pneumocystis’e karsi savunmada CD8+ T hicrelerinin roli net degildir.
Hayvanlarda yapilan deneysel calismalarda, Pneumocystis’e karsi savunmada
CD4+ T hicreleri bulunmadiginda CD8+ T hicrelerinin kismi koruma
sagladigi gosterilmistir (Walzer vd., 2005; Fidel vd., 2005; Blanco vd.,
2008). Bazi calismalarda da, akcigerlerde tek basina CD8+ T hicreleri
varhginda Pneumocystis’in temizlenemedigi belirtilmektedir. CD8+ T
hicrelerinin akcigerlerde oksijenasyonun azalmasi ve akciger hasari
gibi komplikasyonlardan sorumlu oldugu goésterilmektedir. Gamma delta T
(yo-T) hicrelerinin Pneumocystis enfeksiyonundaki rold tam
anlasilamamistir, ancak AIDS ve PCP’li hastalarda kan ve bronkoalveolar
lavaj sivisinda dlizeyinin ylkseldigi gosterilmistir (Steele vd., 2005).

2.7.2.2- Humoral immun yanit

Pneumocystis turlerinin akcigerlerden temizlenmesinde B hiicrelerinin ve
spesifik antikorlarinin 6nemli rol aldigi belirtilmistir (Walzer vd., 2005). B
hicrelerinin en énemli rolU immun yanit sirasinda CD4+ T hicrelerinin
aktivasyonunu desteklemektir (Steele vd., 2003). Yasamin erken yillarinda
Pneumocystis tirlerine karsi antikorlar olusmaya baslar (Walzer vd., 2005).
Saglikli cocuklar Pneumocystis tirlerine erken dénemde maruz kalir ve
yapllan calismalara goére 4 vyas altindaki g¢ocuklarin c¢odgunda anti-
Pneumocystis antikorlarin saptandigi bildirilmistir (Walzer vd., 2005;
Mehlhorn, 2008; Djawe vd., 2013; Daly vd., 2002; Helweg-Larsen, 2004;
Wakefield vd., 2002). Saglikli eriskinlerde Pneumocystis antijenlerine karsi
serokonversiyon oraninin %?70’in Gzerinde oldugu ve altinci aydan itibaren
antijenlere maruz kalindigi1 gosterilmistir (Walzer vd., 2005; Daly vd., 2002).
Bu nedenle anti-Pneumocystis antikor varligi aktif enfeksiyonu gdstermez.
PCP’li hastalaardan alinan bronkoalveolar lavaj érneklerinde spesifik IgM, I1gG
ve IgA saptanmistir, ancak Pneumocystis enfeksiyonunda antikor izotiplerinin
roli tam olarak bilinmemektedir. Spesifik insan IgG/IgA ve kompleman ile
Pneumocystis kistlerinin opsonizasyonu hem noétrofil hem de monositlerde
oksidatif patlamay! uyardigi halde, Pneumocystis ile IgM ve kompleman
sadece noétrofillerde  tetikleme  gbstermektedir  (Fidel vd., 2005).
Pneumocystis pnomonili CD40L mutasyonu nedeniyle olusan X-bagiml hiper-
IgM sendromlu hastalarda, IgM antikorunun tek basina enfeksiyona karsi
direncte yeterli olmadigi gosterilmistir (Rapaka vd., 2010). Pneumocystis
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MSG'lerinin U¢ fragmanina (A, B ve C) karsi olusan immun yanit
karsilastirildiginda, MSG-C antikor seviyelerinin Pneumocystis pneumoni
enfeksiyonunun iyilesmesinden 3-4 hafta sonra en yiksek dlizeye ulastig
goOsterilmistir. Bu ylzden saglikli bireylerde MSG-C antikor dizeyleri immun
yanitin  takibinde umut verici goérilmdastir (Huang vd., 2006; Daly vd.,
2006). PCP'li hastalar iyilestikten sonra, enfeksiyona tekrarlayan
maruziyetlerinde daha iyi immun yanit olusturduklari gésterilmistir (Daly vd.,
2006).

2.8- Epidemiyoloji

Didnyanin her yerinde rastlanabilen Pneumocystis tlrleri hem insanlarda
hem de hayvanlarda enfeksiyona neden olabilmektedir. P. jirovecii, tim
dinyada yaygin olarak bulunan ve insanlarda go6rulen Pneumocystis
pndmonisinin etkeni olup, basta AIDS (Acquired Immun Deficiency
Syndrome) olmak Uzere primer immun yetmezlik sendromu, solid organ
veya hematolojik malignitesi olan, organ transplantasyonu yapilan, steroid
tedavisi veya kronik immunsipresif tedavi alan, badisikhk sistemi
baskilanmis hastalarda, kdtu beslenen gocuklarda ve prematlre bebeklerde
enfeksiyona yol acgabilen firsatcl bir patojendir (Walzer vd., 2005; Mehlhorn,
2008).

Pneumocystis turlerinde konak, tlre 6zglun olup, farkh konaklardan izole
edilen Pneumocystis tlrlerinin antijenik ve fenotipik olarak farkli oldugu
gosterilmistir (Walzer vd., 2005; Mehlhorn, 2008; Wakefield vd., 2002). DNA
gen dizisi analizlerine gbére bes tur tanimlanmistir; P. carini ve P. wakefieldiae
sicanlari, P. oryctolagi tavsanlari, P. murina fareleri ve P. jirovecii insanlari
enfekte eden tlrlerdir (Walzer vd., 2005; Morris vd., 2008; Medrano vd.,
2005).

P. jirovecii’nin bulasma yolu tam olarak anlasilamadigi gibi cevresel
kaynagi da bilinmemektedir (Wazir vd., 2004; Chumpitazi vd., 2011; Gupta
vd., 2008; Cushion, 2004). Enfeksiyonun daha cok hava yolu ile bulastig
distnidlmekle birlikte fetus enfekte olabilir ve dogum sirasinda plesanta ile
de gecis olabilmektedir (Montes-Cano vd., 2009; Calderdn, 2009). Perinatal
dénemde HIV enfeksiyonu bulasan 3564 cocudgun yaklasik %20’sinde ¢ veya
alti aylikken PCP gelistigi bildirilmistir (Vargas vd., 2001). Immun diskin
hastalar arasinda olusan PCP’nin, hastalarla saglk calisanlari arasinda ve
annelerden duyarl cocuklara hava yoluyla bulastigi molekiler calismalarla
desteklenmistir (Medrano vd., 2005; Hoécker vd., 2005; Rabodonirina vd.,
2004; Vargas vd., 2000; Miller vd., 2002). Etkenin ya da genetik
materyalinin havada bulunmasi c¢evresel bir maruziyetin olabilmesini
muUmkudn kilmaktadir (Stringer vd., 2002; Thomas vd., 2004).
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Enfeksiyonun ardindan uzun silre sessiz kaldigi, konadin badgisikhgi
baskilandiginda latent enfeksiyonun reaktive oldugu ve pndmoni tablosuna
yol actigi disinidlmektedir. Ayni zamanda enfeksiyonun gegici oldugu ancak
mikroorganizma ile sik sik karsilastiklari icin enfeksiyonun tekrarladigi da
disinltlmektedir. Bu durumda aktif pndémosistozlu hastalarin  risk
olusturdugu o6ne slrilmustir. Son yillarda yapilan calismalara gore de latent
enfeksiyonun aktive olmasi degil, etkenin yeniden alinmasiyla enfeksiyon
olustugu gosterilmistir (Medrano vd., 2005; Thomas vd., 2004; Wakefield,
2002; Moris vd., 2002). Eger insanda yasam boyu P.jirovecii'nin latent
kalmasi mimkin olsaydi, dodgduklari yerde yasamayan eriskinlerin
dogduklan yerdeki susla enfekte olmalar gerekirdi. Bu durumun bdyle
olmadigi eriskinlerin dogduklari yerdeki susla degil, yasadiklarn yerdeki susla
enfekte oldugu gosterilerek kanitlanmistir (Stringer vd., 2002; Wakefield,
2002). Ayrica, PCP'li hastalarin BAL o6rnekleriyle yapilan bir molekiler
tiplendirme calismasinda, 6 aydan daha uzun araliklarla goértlen PCP
episodlarinda farkli dizi tipleri elde edilmis ve bunlarin farkli Pneumocystis
kokenleri ile yeni enfeksiyonlar oldugu bildirilmistir (Wakefield, 2002).

HIV ile enfekte hastalarda PCP en 6nemli firsatgl enfeksiyonlardan biridir
(Cushion vd., 2007). Saglikh homoseksuel erkeklerde PCP'nin olusmasi, AIDS
epidemisinin taninmasinda ilk faktdrlerden biri olmustur (CDC MMWR, 1996).
Eriskinde PCP gelisimi icin en dnemli risk faktéri CD4 T lenfosit sayisinin 200
hicre/uL'nin altina dismesidir. HIV negatif hastalarda PCP gelisimi icin en
onemli risk faktorleri ise hicresel badisikhkla ilgili bozukluklar ve
kortikosteroid kullanimidir (Morris vd., 2004). Pneumocystis seroprevalansi
yas ile degdisiklik gdstermektedir; <6 yas cocuklarda prevalans %52 iken, <
10 yas cocuklarda %66 ve <13 vyas cocuklarda %80’e kadar yuksek
bulunmustur (Morris vd., 2008). Insan ve hayvan calismalarn da,
immunduskin olmayan bireylerin akcigerlerinde P.  jirovecii'nin
bulunabilecegini ve hatta disik dlzeylerde replike olabilecegini
desteklemistir (Walzer vd., 2005).

Klinik olarak semptom vermeyen Kisilerde organizmanin veya DNA’sInin
tespit edilmesi “kolonizasyon” olarak tanimlanmistir. Saglikh kisilerinin st
solunum yolundan, PCP’li hasta odalarindan alinan hava o6rneklerinden ve
PCP enfeksiyonu olmayan badisiklik baskilanmis hastalarindan tespit edilen
P.jirovecii, mikroorganizmanin kolonizer olarak bulunabildigini gdstermistir
(Medrano vd., 2005; Vargas vd., 2002; Durand-Joly vd., 2003).
Kolonizasyon riskinin saglkli cocuklarda yetiskinlerden daha ylksek
oranlarda olabilecegi bildirilmektedir (Morris vd., 2004; Vargas vd., 2002).
Pneumocystis kolonizasyonu olan yetiskin ve c¢ocuklarin bu enfeksiyon icin
rezervuar oldugu (Medrano vd., 2005; Stringer vd., 2002; Wakefield, 2002;
Durand-Joly vd., 2003) ve bunlarin mikroorganizmanin insan ekosisteminde
devamliigini sagladigi distnidlmektedir (Medrano vd., 2005). Pneumocystis
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kolonizasyonunun bebek ve cocuklarda bronsit ve ani bebek 6lim sendromu
(SIDS)’'na neden olabildigi bildirilmistir (Morris vd., 2004; Morris vd., 2008).
Ani bebek 6lim sendromu ve diger nedenlerle 6len bebekler arasinda PCP
kolonizasyon prevalansi  %9.4-100 arasinda rapor edilmektedir (Monroy-
Vaca vd., 2014). Altta yatan akciger hastaligi olan bagisiklik sistemi saglam
konaklarda, P. jirovecii'nin asemptomatik akciger kolonizasyonu yapabilecegi
de gbsterilmistir (Walzer vd., 2005; Medrano vd., 2005). HIV enfekte
hastalar gibi, ileri yaslarda azalan hicresel immun yanit
(immunosenescence) da kolonizasyon lehine sonucglanabilmektedir (Vargas
vd., 2010). Guncel calismalar, immunkompetan bireylerde ya da aktif
enfeksiyon veya Kklinik hastalik bulgusu olmayan HIV (+) hastalarda
Pneumocystis’in dusuk miktarda bulunmasi ve tekrarlayan incelemelerde
mikroorganizmanin saptanamamasi, gecici asemptomatik P. jirovecii
tastyicihgi olabilecegini disindirmektedir.

Buna ek olarak, Pneumocystis kolonizasyonu olan hastalara profilaktik
ilag uygulanmasi, secici mutasyona neden olarak ilag direncine yol
acabilmektedir (Morris vd., 2008; Morris vd., 2012). Pneumocystis
kolonizasyonu ile cinsiyet arasinda herhangi bir iliski bulunmamakta (Beck
vd., 2009) ve PCP enfeksiyon riski erkekler ve kadinlar arasinda esit
gorulmektedir (Morris vd., 2004). Sigara icimi ile Pneumocystis
kolonizasyonu arasindaki iliskiyi dederlendiren galismalarin sonuglari farkhlik
gbéstermektedir (Morris vd., 2012; Beck vd., 2009; Monroy-Vaca vd., 2014).

Saglikh eriskinlerde BAL, indiklenmis balgam, burun slrintlsid ve agiz
calkanti suyu ile akciger otopsi dérneklerinde Pneumocystis jirovecii molektler
yontemlerle arastirilmis ve Pneumocystis kolonizasyon prevalansinin %0-20
arasinda degistigi bildirilmistir (Medrano vd., 2005; Nevez vd., 2006). HIV ile
enfekte olmus eriskin hastalarin BAL Orneklerinde ise Pneumocystis
kolonizasyon  prevalansi molekiler ydntemlerle 9%20-43 arasinda
bulunmustur. Kronik akciger hastalidi bulunan iminokompetan hastalardan
alinan cgesitli invaziv olmayan o6rneklerde Pneumocystis prevalansi %10-40
(Sing vd., 2001), baska bir calismada ise yash hastalardan alinan nazal
strintl ve agiz calkanti suyu orneklerinde %21.5 olarak rapor edilmistir
(Vargas vd., 2010). PCP’li hastalara maruz kalan saglik personellerinde de
Pneumocystis kolonizasyonu olabilecedi gosterilmistir; PCP enfeksiyonlu HIV
(+) hastalarla temasi olan imminokompetan sadlik personellerinde
Pneumocystis kolonizasyon orani %24 iken, bu hastalarla temasi olmayan
saglik personellerinde oran %11 bulunmustur (Morris vd., 2008).

Hamilelik de asemptomatik tasiyicilik igin risk olusturabilir; Gglncl
trimesterdeki hamile kadinlardan alinan 33 derin burun slrintisid 6rnedinin
5’'inde P.jirovecii DNA'sI saptanirken, hamile olmayan 28 kadindan alinan
orneklerde gdsterilememistir (Morris vd., 2012).
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2.9- Klinik ve Radyolojik Bulgular

Pneumocystis tlrlerinin olusturdugu PCP’de fizik muayene ve klinik
bulgular hastaliga 0zglin olmadigi icin tani asamasinda sorunlar
yasanmaktadir. Primer enfeksiyonu cocukluk caginda gelisir ve genellikle
asemptomatik seyretmektedir (Walzer vd., 2005; Mehlhorn, 2008; Thomas
vd., 2004). PCP'nin kulugka doéneminin yaklasik 3-13 hafta oldugu tahmin
edilmektedir (Manoloff vd., 2003).

Klinik olarak hastada en sik goérulen bulgular takipne ve tasikardidir,
nonproduktif oksurik, ates ve dispne de gorilebilir. Nadiren balgam,
hemoptizi ve godgls adrisi da eslik edebilmektedir. Cocuklardaki siddetli
enfeksiyonlarda siyanoz, burun kanatlarinin solunuma katilmasi ve
interkostal c¢ekilmeler izlenebilmektedir. Etken, immdunitesi baskilanan
kisilerde hastalik olusturdugu icin altta yatan hastalik, enfeksiyonun klinik
gidisini etkiler ve tedavi edilmezse tablo &6limle sonuglanabilir. Erigkin
hastalarin yaklasik doértte birinde raller duyulabilmesine ragmen, akciger
osklltasyonu genelde taniya yardimci olamamaktadir (Walzer vd., 2005;
Wazir vd., 2004; Chinnappan vd., 2011; Thomas vd., 2004; Kanne vd.,
2012) .

AIDS hastalarinda PCP semptomlarn haftalarca, nadir olarak aylarca
surebilir ve genellikle sinsi bir seyir gésterir (Walzer vd., 2005). Semptomlar
HIV negatif ve pozitif hastalarda farklihk géstermektedir. PCP, HIV pozitif
hastalarda subakut baslayip, ilerleyen solunum sikintisi, kuru veya seffaf
balgamh o6ksurik, halsizlik ve hafif ates bulgulari vermektedir. HIV pozitif
PCP’li hastalarda HIV negatif PCP’li hastalara gore arteryel oksijen basincinin
genellikle daha yuksek ve alveolar-arteryel oksijen farkinin daha disik
oldugu, BAL o6rneklerinde daha ¢ok sayida Pneumocystis ve daha az sayida
notrofil bulundugu godsterilmistir (Calderon vd., 2011; Gill vd., 1991;
DelLorenzo vd., 1987; Krajicek vd., 2008; McKinnell vd., 2012). AIDS
olmayan hastalarda daha akut ve semptomlar kisa sireli gegirilmektedir.
Tipik olarak ansizin bir solunum yetmezligi ortaya cikmaktadir (Wazir vd.,
2004; Hardak vd., 2012; Monnet vd., 2008; Dahlin vd., 2014; Krajicek vd.,
2008; McKinnel vd., 2012).

Akciger disi pnomosistoz: AIDS oOncesi donemde akciger disi
pndmosistoz ¢cok nadir bildirilirken, bu tablonun AIDS hastalarinin %1-3’lUnde
gelistigi tahmin edilmektedir. Profilaksi uygulanmayan veya yalnizca aerosol
pentamidin kullanan son evre AIDS hastalarinda siklik daha yuksektir. AIDS’li
hastalarda P. jirovecii'nin akciger disinda en sik yerlestigi organlar; goz,
kaslar, kulak, lenf digimleri, kemik iligi, karaciger ve dalaktir (Walzer vd.,
2005; Bartlett vd., 1997; Valerie vd., 1997).
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PCP’de goOzlenen tipik radyolojik bulgular, hastalik ilerledikce homojenligi
artan ve diffiz hale gelen hilus c¢evresindeki iki tarafli interstisiyel
infiltratlardir. Yuksek c¢oéztnurliklG bilgisayarli tomografide (HRCT) buzlu cam
gérinimi veya Kkistik lezyonlar go6zlenebilir. Teknesyum-99 ile isaretli
Pneumocytis MSG’'sine karsi olusturulmus monoklonal antikor, galyum-67
sitrat ve indiyum-111‘in kullanildigi nikleer tip ydntemlerinde akcigerde
yuksek tutulum izlenmektedir (Walzer vd., 2005; Thomas vd., 2004;
DelLorenzo vd., 1987; Macfarlane vd., 1985).

Tam bunlara ragmen hastaligin semptom ve bulgulariyla, go6gls
radyolojisi bulgularinin higbir kombinasyonu PCP icin tani koydurucu degildir.
Pneumocystis pndmonisi olan AIDS hastalarinin %10-20'sinde normal gogus
radyolojisi bildirilmistir. Ayrica Pneumocystis enfeksiyonu olmayan AIDS
hastalarinin % 47'sinde yaygin akut akciger golgelenmesi ile pozitif galyum
taramasi da rapor edilmistir. PCP’ye diger mikroorganizmalarin neden oldugu
pulmoner enfeksiyonlarin eslik etmesi durumunda hastalidin klinigi daha
karmasik bir hale gelmektedir (Macfarlane vd., 1985).

2.10- Tani

Pneumocystis pndémonisinin  klinik bulgularinin  6zgin olmamasi,
profilaktik ilaclar kullaniimasi ve immundlskin hastalarda birden fazla
organizmayla enfeksiyon gelisebilmesi nedeniyle kesin tani icin laboratuvar
testlerine ihtiyag duyulmaktadir (Thomas vd., 2004; Krajicek vd., 2008).

2.10.1- Tanida kullanilan ornekler

P. jirovecii enfeksiyonu tanisinda altin standart, klinik 6rnekte Kkist
ve/veya trofozoitlerinin mikroskobik olarak gosterilmesidir. En dedgerli klinik
ornekler ise BAL, trakeal aspirat ve akciger biyopsisi gibi invaziv yontemlerle
elde edilen 6rneklerin yaninda daha kolay elde edilebilen indiklenmis balgam
(IS), nazofarengial sirintli ve adiz calkanti suyu gibi invaziv olmayan
ornekler de kullaniimaktadir (Fischer vd., 2001; Mehlhorn, 2008; Chill vd.,
1991). AIDS hastalarinda P. jirovecii yikl fazla oldugundan genellikle
indlklenmis balgam 6rnedinin incelenmesi ile tani konulabilir ve bronkoskopi
gibi invaziv girisimlere ihtiyac duyulmayabilir. Ancak bagisikhdi baskilanmis
diger hasta gruplarinda indiklenmis balgam 6rnedi ile nadiren tani
konulabildiginden BAL, bronsiyal ylkama sivisi veya doku orneklerinin
kullaniimasi gerekebilmektedir (Cruciani vd., 2002).

Orneklerin alinis yéntemi tani icin kullanilan yéntemlerin duyarlilik ve
0zgulliglini direkt olarak etkilemektedir. %3’lik sodyum klorlr ile uyarilarak
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elde edilen balgam 6rneginde P. jirovecii saptama oraninin %50-90 arasinda
degistigi bildirilmistir (Walzer vd., 2005; Turner vd., 2003). Iki segmentten
ve fazla miktarda alinan BAL 6rnekleri ile P. jirovecii saptama oraninin %90-
99'a ylkseldigi ve diger 6rnek alma tekniklerine gére daha Ustlin bir yontem
oldugu belirtilmektedir (Walzer vd. ,2005; Singhal vd., 2005). Ayni hastadan
hem BAL hem de balgam 6rnedinin alindigi bir calismada, BAL 6rneklerinin %
7.5'inde P. jirovecii pozitif bulunurken, uyariimis balgam o6rneklerinde P.
jirovecii saptanamamistir (Singhal vd., 2005). Acik akciger biyopsisi,
ornekleme ydntemleri icinde en invaziv olanidir ve rutin olarak uygulanmaz.
Bu teknikte duyarlilik da dusuktldr. Fiberoptik bronkoskopi ile elde edilen
transbronsiyal biyopsi, doku 6rnegi alinmasinda sik kullanilan bir invaziv
tekniktir. HIV (+) hastalarda P. jirovecii icin tani duyarlihgr yliksek (% 95-
100) olmakla birlikte pndomotoraks riski tasir ve gunimuizde bu amacgcla
nadiren uygulanmaktadir, HIV (-) hastalarda duyarlihgi distktir (Singhal
vd., 2005; Young vd., 1986). Insanlarla yapilan son calismalarda, P.
jirovecii’'nin 6zgul primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu ile nazofaringeal
aspirat ve orofaringeal yikanti suyundan saptanabildigi bildirilmektedir. Daha
invaziv o6rnekleme tekniklerinin problem olusturdugu veya tani sansinin
disik oldugu cocuk hastalarda bu yontem oldukca yararlidir (Fischer vd.,
2001; Kelvin vd., 2013; Samuel vd., 2011).

2.10.2- Direkt tani

P. jirovecii, akciger epitel hicrelerini iceren doku kulttrlerinde distk
sayllarda c¢ogalabilmektedir (Krajicek vd., 2008; Schildgen vd., 2014).
Pneumocystis Uretilmesinde insan akciger karsinoma A549 hiicreleri, insan
akciger fibroblast HEL ve mink akciger hiicre Mv1Lu gibi tek tabaka kultlr
sistemleri kullanilmaktadir. Ancak bu sistemler devamli Pneumocystis kultltru
saglamamaktadir (Singhal vd., 2005). Son yillarda kullanilan Epi Airway ve
CuFi-8 doku kultur sistemleri Pneumocystis jirovecii’'nin Uretilmesinde umut
verici bulunmakla birlikte, bu sistemlerin pahali ve heterojen kaynakl
olmalari rutin kullanimlarini kisitlamaktadir (Schildgen vd., 2014).

Direkt tanida, mikroskobik yéntemlerle etkeni morfolojik olarak
saptamaya vyonelik cok sayida boya kullanilmaktadir. Immunofloresan
yobntemlerle BAL sivisinin incelenmesi PCP tanisinda altin standart yontemdir.
Trofozoit ve sporozoit formlari boyayan Giemsa, Gram Weigert ve
Papanicolaou; secici olarak kist duvarini boyayan Gomori-Grocott metamin
gumusleme (GMS), cresyl echt violet, toluidin blue O, calcofluor White; hem
trofozoit hem de intrakistik cisimcikleri boyayan Quik-Diff (modifiye Wright—
Giemsa) mikroskobik tanida kullanilan boyalar/boyama yoéntemleridir. May-
Grinwald Giemsa boyamanin hizli bir modifikasyonu (RAL 555) ise tim
Pneumocystis evlerini boyanir (Walzer vd., 2005; Procop vd., 2004; Calderon
vd., 2011; Thomas vd., 2004; Krajicek vd., 2008; Cregan vd., 1990;
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Rajagopalan-Levasseur vd., 1998; Helweg-Larsen vd., 1998; Balows vd.,
1988; Aviles vd., 2000).

GMS ve bundan daha hizh ticari gumisleme boyalari Pneumocystis
kistlerinin tanisinda altin standart yontemdir (Cregan vd., 1990). Kist
duvarinin glukan zengin orta tabakasi gumilsleme boyalari ile koyu
kahverengi bayanir ve Kkistler kase seklinde go6rtnidr. BAL, indiklenmis
balgam ve doku kesitlerine uygulanabilir. Ancak, diger mantarlarn da
boyanmasi, islemin uzun sidrmesi ve metal doyurma isleminin degisken
olmasi, sollisyonlarin dayaniksiz olmasti GMS boyama yodnteminin
dezavantajlaridir. Giemsa boyasi ile trofozoitler ve intrakistik cisimler koyu
mor, kist sitoplazmasi eflatunsu pembe boyanir. Ancak kist c¢eperi
boyanamadidi icin periferik halo seklinde goérilebilmektedir. Bu boyalar da
BAL, indlklenmis balgam ve dokularin boyanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dustk maliyeti ve hizli olmasi nedeniyle PCP tanisinda
onerilmekte ancak, konaga ait hiicreleri boyamasi nedeniyle dederlendirmede
deneyim gerektirmektedir (Walzer vd., 2005). Wright ile trofozoit
sitoplazmasi mavi, ntkleusu kirmizi boyanmaktadir (Bottone vd., 2006). Diff-
Quick ile trofozoitlerin ntkleuslari koyu mavi, sitoplazmasi mor goérallr.
Sporozoitlerin ntkleuslari ise kirmizi, sitoplazmasi mavi boyanir. Kistler
negatif boyanir. Toluidin blue O ile kist geperi boyanir ancak kist igindeki
yapilari boyanmaz. Gram Weigert boyasi ile P. jirovecii kistlerinin ¢eperi koyu
kirmizi-bordo renge boyanir (Rubin vd., 1987). Kalkoflor beyazi
Pneumocystis kist duvarindaki kitine baglanarak mavi-beyaz floresan
vermektedir (Walzer vd., 2005). Sitopatologlar tarafindan kullanilan
Papanicolaou boyasinin Pneumocystis tdrlerini boyamamasina karsin
cevresindeki koplksli eozinofilik materyali saptamada cok duyarli oldugu
belirtilmistir (Young vd., 1986). Hematoksilen-eozin, @ mikroorganizmayi
degil, gérinim olarak “bal petedi”ni andiran képiksl eksudayi boyar (Walzer
vd., 2005).

Yapilan bir calismada Pneumocystis tanisinda kullanilan indiklenmis
balgam ve BAL o6rnekleri icin Diff-Quik boyama yénteminin duyarllidi sirasiyla
%92 ve %81 bulunmustur. Ayni calismada kullanilan gimulsleme boyasi ile
indiklenmis balgam ve BAL 6rneklerinde Pneumocystis saptama orani %92
ve 86 bulunmustur (Cregan vd., 1990). Baska bir calismada da solunum yolu
orneklerinin kalkoflor beyazi boyamasinin duyarlihdi ve 6zgulligld %74 ve %
100, Diff-Quik boyamasinin duyarlihdg ve 0zgulligi %48 ve %100, GMS
boyamasinin duyarhligi ve 6zgulligu ise %77 ve %99 olarak rapor edilmistir
(Procop vd., 2004). GMS ve Giemsa ile balgam 6rneklerinin degerlendirildigi
bir calismada ise duyarhliin sirasiyla %56 ve %55 oldugu, dithiothreitol ile
homojenizasyon ve konsantrasyon sonrasinda duyarhlik ve &ézgullikte artis
oldugu bildirilmistir (Walzer vd., 2005).
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Sekil 2.2 P. jirovecii tanisinda kullanilan boyama ydntemleri

A: Hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanan P. jirovecii kistleri, B: Giemsa ile boyanan
P.jirovecii trofozoitleri, C: Direkt IFA (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx /HTML/ Pneumocystis.
htm, 2013) D: Toluidin Mavisi (www.pathguy.com).

Immunofloresan antikor (IFA) testlerinde, fluorescein veya peroksidaz
ile isaretli Pneumocystis-spesifik monoklonal antikorlar Pneumocystis
tirlerinde bulunan yulzey glikoprotein ailesini hedefleyerek boyar. Floresan
mikroskopu ile boyal érnekler incelendiginde mikroorganizmalar tek tek veya
kimeler olusturmus parlak elma yesili cisimcikler olarak gérular (Walzer vd.,
2005). Floresan isaretli monoklonal antikorlar ile boyanan indiklenmis
balgam 6rneklerinde geleneksel boyalardan daha yUksek duyarlilik sonuglari
elde edilmistir. GMS boyama yontemi ile IFA tekniginin karsilastirildigi bir
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calismada 553 BAL o6rnegi incelenmis, GMS boyasinin duyarlihgr %81 iken
IFA tekniginin duyarhligi %86 olarak bulunmustur (Lautenschlager vd., 1996)
Diff-Quik, GMS, direkt ve indirekt IFA tekniginin karsilastirildigi bir calismada
21 BAL ve 37 indiklenmis balgam 6rnegi incelenmis, BAL'da duyarhliklar
sirasiyla %81, %86, %90 ve %86 balgam’da ise %92, %92 , %97 ve %97
bulumustur (Cregan vd., 1990).

P. jirovecii tanisinda molekller tani ydntemleri mikroskopik tani
yontemlerinden daha yiksek oranda duyarhlia sahiptir. Polimeraz zincir
reaksiyonu ile DNA amplifikasyonunun kullaniimasi ile duyarliik oranlari
arttinlmistir. Geleneksel boyalarla boyanan indiklenmis balgam 6rneklerinde
duyarlihgin BAL 6rneklerinden gok daha dislk ve bazi calismalarda bu oranin
% 48-78 oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte PCR kullanildidinda
indiklenmis balgam o6rneklerinde duyarlilik oranlari artmistir (Helweg-Larsen
vd., 1998). PCR’In BAL o6rneklerinde duyarhligi %100 ve 06zgulligi %98,
indiklenmis balgam 6rneklerinde ise duyarlihidi %94 ve 6zgulligd %90 rapor
edilmektedir (Turner vd., 2003). PCR tani metodu daha ¢ok alt solunum yolu
orneklerinde uygulanmaktaysa da son yillarda agdiz yikama o6rnekleri, burun
surdntl ornekleri gibi invaziv olmayan yontemlerle alinan o6rneklerde de
kullanilmistir (Huang vd., 2006; Samuel vd., 2011). Ancak PCP tedavisi
PCRIn duyarhligini azaltabileceginden, agiz calkalama suyu gibi invaziv
olmayan ornekler ile calisildiginda test sonuglarinin duyarlihdini arttirmak igin
orneklerin tedavi dncesi toplanmasi tercih edilmelidir (Huang vd., 2006). Kan
ve serum Orneklerinde Pneumocystis saptama orani %0-100 arasinda
degisken bulunmus (Helweg-Larsen vd., 1998) ve PCP tanisinda PCR icin
serum orneklerinin yararl olmadigi distntlmuistir (Thomas vd., 2004).

Pneumocystis enfeksiyonlarinin molekller tanisinda geleneksel PCR,
touchdown, nested, heminested, revers transkriptaz ve real-time PCR gibi
cesitli yontemler kullaniimaktadir. Bu amacgla Pneumocystis jirovecii'nin MSG,
mitokondriyal genis alt Unite (mtLSU) rRNA, 5S rRNA, timidilat sentaz (TS),
dihidrofolat rediktaz (DHFR), ITS1, ITS2 gen boélgelerini hedefleyen
primerler kullanilabilmektedir (Huang vd., 2006; Lu vd., 1995). Bu
yontemlerden herhangi birisi ile DNA’'nin saptanmasi mikroorganizmanin
canlihgr veya enfektivitesi hakkinda bilgi vermez. Ancak RNA, 6zellikle mRNA,
hicre o6liminden sonra endojen RNAazlar ile hizla bozuldugundan daha az
stabildir; bu yldzden P. jirovecii mRNA’sinin ya da Phsbl transkriptinin
saptanmasi mikroorganizmanin canlihdinin gbsterilmesinde  yararh
olabilmektedir (Huang vd., 2006).

P. jirovecii DNA’si, PCP gelismeyen hastalarin solunum yolu érneklerinde
de saptanabilmektedir; klinik érneklerde P. jirovecii DNA’'sinin saptanmasi
mutlaka enfeksiyon anlamina gelmemektedir. Bu durum, kolonizasyonu ya
da subklinik infeksiyonu gostermekte olup epidemiyolojik acidan 6nemlidir.
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Bu gibi klinik olarak yanhs pozitif ancak biyolojik olarak gercek pozitif
sonuglar kalitatif testlerin 6zgUlligint ve pozitif prediktif degerini
dustrmektedir. Bu nedenle, PCR testi icin orneklerin kuvvetli PCP siphesi
bulunan hastalardan alinmasi biyolojik pozitifligin kolonizasyon ve subklinik
infeksiyondan ayirt edilmesinde énemlidir (Miller vd., 2006; Wang vd., 2007;
Alanio vd., 2011). Yliksek duyarlihga ve 6zgullige sahip gercek zamanh PCR
ile organizmanin kantitasyonu enfeksiyon ylUkinin ve cut-off dederinin
belirlenmesi (Samuel vd., 2001; Maillet vd., 2013), dizi analizine dayal
testler ile suslar arasindaki farklihklarin, ilag direncinin ve virulansin
saptanmasi epidemiyolojik acindan 6nem tasimaktadir (Calderon vd., 2011;
Valerio vd., 2007; Ripamonti vd., 2009; Rabodonirina vd., 2013).

2.10.3- Immiinolojik testler

(1,3)-B-D-glukan (BDG), bu antijenik yapi maya ve kif mantarlarinin
hicre duvarinda bulunan bir molekildir. Hem BAL'da hem de kanda tespit
edilebilmektedir (Morris vd., 2011). Serumdaki BDG seviyesi birgok fungal
enfeksiyonun erken evrelerinde vylkselir ve invaziv fungal infeksiyon
taramasinda ylksek duyarliiga sahip invaziv olmayan bir testtir. Bununla
birlikte intraven6z amoksisilin klavulanik asit kullanimi, albimin ve globulin
iceren tedaviler, selliloz membran filtrelerin kullanildigi hemodiyaliz, ameliyat
sirasinda pamuk/gazli bez kullanimi, gram negatif endotoksemi, bd&brek
yetmezligi gibi durumlarda testin yalanci pozitiflikle sonuglanmasi 6nemli bir
dezavantajidir (Calderon vd., 2011; Onishi vd., 2012; Desmet vd., 2009;
Karageorgopoulos vd., 2013). PCP tanisinda BDG testinin duyarlihgi %90-
100, 6zgulligl %88-96 olarak bildirilmistir (Sax vd., 2011; Morris vd., 2011)
ve BDG pozitifligi ile PCP arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu
sonucuna varilmistir (Sax vd., 2011). HIV pozitif veya hematolojik maligniteli
immundiskin hastalardaki PCP enfeksiyonlarinda BDG dlizeyi ¢ok yuksek,
HIV negatif PCP enfeksiyonlu hastalarda ise mikroorganizmanin distk yuku
nedeniyle BDG dizeyleri daha dusuk bulunmustur (Calderon vd., 2011;
Morris vd., 2011). Pneumocystis tedavi, hastaligin siddeti ve kortikosteroid
kullanimi BDG seviyelerini etkilemez (Morris vd., 2011). Serum BDG testinin
P. jirovecii kolonizasyonunu ve enfeksiyondan ayirt edilebilecegi
disunidlmektedir (Karageorgopoulos vd., 2013; Morris vd., 2011).

MSG antijeninin rekombinant olarak Uretilmis msgC pargasinin serolojik
testlerde kullanilarak PCP tanisinda, seroepidemiyolojik calismalarda, PCP’de
P. jirovecii'nin rolinin arastiriimasinda faydali olabilecegi belirtilmistir (Daly
vd., 2009; Daly vd., 2006). Anti-P. jirovecii antikorlarini saptamaya yonelik
serolojik testler epidemiyolojik calismalar icin vyararhdir. Fakat saglikh
bireylerde de anti-P.jirovecii antikorlari pozitif bulunabildiginden PCP
tanisinda nadiren kullanilir (Calderon vd., 2011; Fong vd., 2013; Djawe vd.,
2010). Serum antikor dluzeylerinin belirlenmesi, immunyetmezlikli hastalarda
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basarisizdir, antikor dizeyi saptanabilse bile, aktif hastalikla 6nceden
gecirilmis hastalik ayirt edilemez. Kullanilan diger serolojik testler de
nonspesifiktir. Western blot ve ELISA analizleriyle BAL ve serumda etkene
karsi antikor yanitlari aranabilir. P. jirovecii'ye karsi IgA ve IgG yanitinin
HIV’li hastalarda arttigi bildirilmektedir (Walzer vd., 2005; Bishop vd., 2003).

PCP hastalarindaki ylkselmis serum LDH enzim dlzeyleri 6zgidl bir
belirtec olmaktan cok altta yatan akciger inflamasyonunun ve hasarinin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle PCP hastalarindaki LDH
seviyeleri  genellikle tedaviye yanitin degerlendirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir (Walzer vd., 2005; Tasaka vd., 2007). Pneumocystis
pnomonisinde yliksek serum LDH seviyelerinin duyarhligi %82-83 arasinda
bildirilmektedir. LDH seviyeleri, hasta grubundan, enfeksiyonun siddetinden
ve Pneumocystis’e karsi profilaksi kullanimindan etkilenebilmektedir. Bu konu
ile ilgili calismalarda, PCP tedavisi alan hastalardaki yliksek LDH seviyelerinin
kotl prognoz, tedavi basarisizligi ve yiksek mortalite ile uyumlu oldugu
bulunmustur (Walzer vd., 2005; Mehlhorn, 2008). LDH dilzeylerinin
oksijenasyon bozuklugu ile uyumlu oldugu da saptanmistir (Tasaka vd.,
2007).

Son zamanlarda plazma S-adenosylmethionine (SAM), PCP tanisi igin
duyarl bir test olarak bildiriimektedir. SAM sentetaz tarafindan metionin ve
ATP’den sentezlenen ve Pneumocytis Uremesini uyarabilen genel metil
dondrudir. Hem PCP’'li ratlarin plazmasinda hem de kdultlir ortaminda SAM
miktarinin azaldigi gosterilmistir. Bununla uyumlu olarak, PCP’li hastalarin
plazma SAM dlzeyleri de dusik bulunmus ve tedavi ile yavas yavas
ylUkseldigi gosterilmistir (Calderon vd., 2011). PCP’li hastalarda diger
pndmoni etkenleriyle enfekte olan hastalara gbére daha dusik plazma S-
adenozilmetiyonin dlizeyleri saptanmakla birlikte bunun dogrulanmasi igin
daha fazla galisma yapilmasi gerektiginden de bahsedilmektedir (Walzer vd.,
2005; Calderon vd., 2011; Thomas vd., 2004).

KL-6, PCP tanisinda baska bir belirteg olarak dustnulmektedir. Tip II
pndmositler ve bronsiyal epitel hlcrelerince salgilanan mdusin benzeri bir
glikoproteindir. PCP’li hastalarda dlzeyi ylksek bulunmus olmakla birlikte,
KL-6 alveolar epitel hasarini gésteren daha genel bir belirtectir; Legionella,
siddetli tiberklloz ve RSV bronsioliti gibi mantar disi enfeksiyonlarda, hatta
enfeksiyon disi nedenlerle olusan interstisyel akciger hastaliklarinda da
yuksek bulunmustur (Calderon vd., 2011). Bu nedenle PCP’de gdrllen KL-6
ylUksekligini Pneumocystis’e 06zgil olmadigi, akcigerlerdeki harabiyet ve
rejenerasyona badl olarak ylkseldigi distndlmistir. PCP tanisinda BDG
testinin, LDH ve KL-6'dan daha anlamli oldugu bulunmustur (Calderon vd.,
2011; Tasaka vd., 2007; Nakamura vd., 2009).
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2.11- Prognoz ve Tedavi

Pneumocystis enfeksiyonunda hastanin klinigi hizla bozulabilmektedir.
Tedavi basarisi tedaviye baslandigi sirada hastanin klinik durumu ile iliskilidir.
Son 30 yilda tani olanaklarinin gelismesi hastalarin solunum fonksiyonlarinda
belirgin bir bozulma ortaya cikmadan oOnce tedaviye baslanmasina olanak
saglamaktadir (Walzer vd., 2005; Wazir vd., 2004; Mehlhorn, 2008). Hafif
bulgulari olan hastalar oral ilaglar ve yakin bir takip ile ayaktan tedavi
edilebilir. PCP'de tedavi sliresi AIDS hastalar igin ¢ hafta iken diger
hastalarda iki haftadir. 1ilk secilecek antimikrobiyal trimetoprim-
sulfametoksazol (TMP/SMX)’didr. Oral tedavide biyoyararlanimi iyi, doku
penetrasyonu mukemmel ve en hizlh yanit alinan ajandir. Yuksek etkili
antiretroviral tedavi (HAART) AIDS klinik bulgulari ortaya cikmadan dnce, 3
ya da 4 antiretroviral ilacin birlikte verilmesiyle yapilmakta ve hastalik
belirtilerinin  mimkin oldugunca geciktirilmesini ve immin sistemin
korunmasini hedeflemektedir. PCP enfeksiyonlu HIV pozitif hastalarda tedavi
rejimlerine kortikosteroidlerin ilavesi ile solunum yetmezligi gelismesinin ve
mekanik ventilatér ihtiyacinin azalmasinin saglandigi gosterilmistir (Walzer
vd., 2005; Wazir vd., 2004; DEI-CAS vd., 2000). Bobrek ve karaciger nakli
olan kisilerde ko-trimoksazol kullanimi nefrotoksisiteye neden olabilmektedir.
Bu durumda, trimetoprim-dapson, atovakuon, klindamisin-primakin,
primakuin-pentamidin gibi ikincil tedavilerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(Wazir vd., 2004; Gill vd., 1991).

P. jirovecii’de sulfametoksazol veya dapsona karsi direng gelisebilir.
Direng gelismesiyle iliskili dihidropteroat sentetaz (DHPS) gen mutasyonlari
saptanmistir (Beck vd., 2009; Iliades vd., 2005). P.jirovecii sik kullanilan
antifungal ve antiprotozoal ilaglara direng go6sterebilir. Ekinokandinler
(kaspofungin gibi) tedavide basarili bir secenek olarak bildirilmektedir. Bu
ilacin dusik dozlarda ko-trimoksazol ile birlikte kullaniminin PCP enfeksiyonu
tedavisinde daha basaril oldugu disintlmustir (Lobo vd., 2013).

2.12- Korunma

Proflaksi, PCP atadi hic gecirmemis kisilerde ilk atagi dnlemeye yoénelik
veya daha 6nce atak gecirenlerde yeni ataklari 6énlemeye yoénelik olarak
uygulanabilmektedir. Kemoproflaksi uygulanip uygulanmamasi konusunda
karar verilirken, hedef hasta grubundaki Pneumocystis insidansinin yani sira,
ilac etkinligi, guvenilirligi, kullanim kolaylidi, maliyeti ve zaman gibi faktorler
de 6nem tasimaktadir. P. jirovecii'ye karsi kullanilan ilaglarin higbirinin bu
organizmaya karsi 06ldlrici olmamasi nedeni ile hastanin bagisikhgi
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baskilandigi stirece profilaksiye devam edilmesi onerilmektedir (Walzer vd.,
2005; Calderon vd., 2011). HIV ile enfekte hastalarin PCP’ye karsi birincil
profilaksi almasi gerekmektedir. CD4+ T hicre sayisi 200/mm3’ten az olan
eriskinlerin, CD4+ T hicre sayisina bakilmaksizin iki haftadan uzun slren
atesi olan hastalarin, orofaringeyal Candida enfeksiyonu olan hastalarin ve
daha 6nceden PCP atadi gecirenlerin proflaksi almasi gerekmektedir. Primer
profilaksi, siddetli seyreden primer immunyetmezlikli hastalar, lenforetikller
maligniteler, organ nakli ameliyatlari ve beyin tUmd&ri gibi solid tumor
hastalarinda 6nem tasimaktadir (Walzer vd., 2005; Calderon vd., 2011;
Thomas vd., 2004). Dapson PCP profilaksisinde, eriskinlerde gunlik veya
haftalik 50-100 mg dozunda tek basina veya bir dihidrofolat rediktaz
inhibitért ile birlikte kullanilabilmektedir (Walzer vd., 2005). AIDS
hastalarinda anti-Pneumocystis tedavi uygulandiktan sonra ilk 72 saat
icinde kortikosteroid verilmesi solunum yetmezligi ve 6limi 6nlemektedir
(Walzer vd., 2005; Wilkin vd., 1999). HIV ile enfekte olmayan ancak
badisiklik sistemi baskilayan ila¢ kullanan veya Onceden edinilen bagisiklik
yetmezligi bulunan hastalara PCP’ye karsi proflaksi uygulanmasi
Onerilmektedir. Yapilan arastirmalarda, 8 hafta slreyle 16 mg prednizona
esdeder veya daha yilksek dozda kortikosteroid kullanan HIV negatif
hastalarin da PCP yoéninden risk altinda oldugu saptanmistir (Walzer vd.,
2005; Thomas vd., 2004). Hastada PCP gelistiginde proflaksinin
sonlandirilmasi ve tam doz TMP/SMX, parenteral pentamidin veya diger etkili
tedavilerden birinin uygulanmasi Onerilmektedir. Tedavi tamamlandiktan
sonra tekrar proflaksiye devam edilmelidir (Walzer vd., 2005; Calderon vd.,
2011).
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3. GEREGC VE YONTEMLER

Bu calisma, Uskiidar Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
04.02.2015 tarih ve 2015/002 sayili onayi ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
yuarattlmustar.

3.1- Hastalar ve Ornekler
3.1.1- Calisma grubu

Bu calismada 3 farkh katiimci grubu olusturuldu; 100 saglik cgalisani,
hasta ve hastane ile herhangi bir baglantisi olmayan 100 eriskin génulli ve
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji
Servisinde takip edilmekte olan, P. jirovecii enfeksiyonunu dislndlrecek
herhangi bir klinik ve/veya laboratuvar bulgusu olmayan 50 immunduskun
birey. Onsekiz yasindan klgUk bireyler ve herhangi bir solunum sistemi
enfeksiyonu klinigi veya bulgusu olan bireyler galismaya alinmamistir.

3.1.2- Bireylere ait bilgiler

Ornek alinmadan 6nce bireyler calisma hakkinda bilgilendirildi.
Calismaya katilmayr kabul eden her bireyden "“gonulli onam formu”
alindiktan sonra, géndalltlere ait yas, cinsiyet, demografik dzellikler, gegirilmis
hastaliklar gibi bilgilerin yer aldigi kisa bir form dolduruldu.

3.1.3- Ornekler

Orneklerin toplanmasi islemi Mart 2015 ile Mayis 2015 tarihleri arasinda
gerceklestirildi. Tim katilimcilardan steril SF kullanilarak agiz-bodaz calkanti
suyu ve pamuk ucglu ekivyonlar ile derin nazal strtntli érnekleri toplandi.

Agiz calkanti suyu ornekleri; Gondllilere 30-50 ml steril serum
fizyolojik verilerek vyaklasik 10-30 saniye boyunca gargara yapmalari
beklendi. Agiz calkanti suyu 6rnekleri steril 50 ml kapakh kaplara alinarak,
buz akdtleri ile saglanan soguk ortamda laboratuvara ulastirildi.

Derin nazal siirintii oérnekleri; Steril SF ile 1slatiimis pamuk uglu
ektvyonlar kullanilarak damaga paralel sekilde burun deliklerinden girildi.
Sekresyonlarin yeterince emilmesi icin birka¢g saniye bekletildikten sonra
doéndurllerek cikarildi. Ekdvyonlarin sap kisimlar kirllarak pamuk uglar 1.5
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ml steril SF iceren eppendorf tiplere alindi ve buz akdleri ile saglanan soguk
ortamda laboratuvara ulastirildi.

3.2- Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1- Kullanilan Cihazlar

» Sinif II biyoguvenlik kabini

= \Vortex

= Isi blogu

» -70°C'lik derin dondurucu

» -20°C'lik derin dondurucu

= Real-time PCR cihazi (Bioneer, ExiCycler ™ 96,Republic of Korea)
» Santriflj

» Spin Santriflj (Exispin,Bioneer,Republic of korea)

= 37°C+1 Inkibator

» Floresan mikroskop

3.2.2- Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

»Steril serum fizyolojik (SF)

=Deiyonize su

»Steril pamuk uglu eklvyon

»Steril 50 ml vida kapakli falkon ttpler

»Steril DNA-RNA icermeyen 1.5 ml eppendorf tlpler

*Buzlu lam

=Mikropipet seti ve pipet uglan

»Aseton

*AlUminyum folyo

»Kurutma kagidi

»Real-time PCR kit (Bioneer,Green star,Republic of Korea, gPCR premix)
»Monofluo Pneumocystis jirovecii IFA test kit (Bio-RAD, cat no.32515)
»Pneumocystis jirovecii pozitif kontrol kit (Bio-RAD,cat no.p72734)

3.3- Orneklerin Hazirlanmasi

1. Tup icinde bulunan ekidvyon uclar c¢ikarilmadan &énce 5 dakika
vortekslendi.

2. Eklvyonlar atildiktan sonra nazal slrintl 6rnekleri adiz calkanti suyu
ornekleri ile birlestirildi.

3. Ornekler 2800xg’de, 10 dakika santrifij edildi.

4. Ustteki siipernatan kismi atilarak, dipte yaklasik 1 ml érnek birakildi.

5. Direkt floresan antikor testi icin, bu ¢okeltiden 100 ul érnek alinarak
6nceden %96 alkolle temizlenen lamin ortasina birakildi. Havada kurutulan

24



preparatlar 10 dakika aseton ile tespit edildi ve test edilene kadar -70 °C’de
saklandi.

6. Real-time PCR testi icin tlplerde kalan yaklasik 900 pl érnek 1.5 ml
eppendorf tlplerine alinarak calisma zamanina kadar -70 °C’de saklandi.

3.4- DNA Izolasyonu

P. jirovecii fungal DNA izolasyonu icin Qiamp DNA Mini kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) kullanildi. Calismalar Uretici tarafindan 6nerildigi sekilde
uygulandi.

3.4.1- On hazirliklar

1-Isi blogu 56 °C'ye ayarlandi.

2-Ornek sayisi kadar eppendorf tiipii, gruplar halinde numaralandirildi.

3-Calisma adedi kadar spin kolon cikarildi.

4-Yikama solisyonul (AW-1)’e 160 ml etanol, yikama sollsyonu 2 (AW-
2)'ye 125 ml etanol eklenerek kullanima hazir hale getirdi.

3.4.2- Calisma

1. Ornekler -70 °C’den cikarildi ve oda isisina ulastiktan sonra santrifij
edildi.

2. Cokeltiden 200 pul 6rnek ilk eppendorf tuplerine alindi.

3. Uzerlerine 200’er pl buffer AL (Lysis Buffer) ve 20’ser pl proteinaz
eklendi.

4. Tuplerin kapaklari kapatiip 3-5 sn vortekslendikten sonra spin
santrifij uygulandi.

5. Santrifijlenen 6rnekler, 1si blogunda (56°C) 15 dk inaktivasyona
birakildi.

6. IsI blogundan alinan érneklerin Gzerlerine 200 pl etanol ilave edildi.

7. Vorteks ve spin santrifij tekrarlanarak karisimlarin tamami spin
kolonlara aktarildi.

8.TUm spin kolonlar, 8000 rpm’de 1 dk santriftijlendi.

9.Bu sirada bos toplama tipleri dizilerek spin kolonlarin alt kisimlari
atihp, Gstteki filtreler bu bos spin kolonlara alindi.

10.Filtre kisimlarina 500 pl AW-1 sollsyonu eklenip, 8000 rpm’de 1dk
santrifujlendi.

11.SantrifGjden gikan tuplerin alt kisimlar atilip, Gstteki filtreler yeni bos
spin kolonlara alindi.

12.Filtre kisimlarinin tGzerlerine 500’er ul AW-2 eklendi ve 14.000 rpm’de
3dk santriftj edildi.

13.Spin kolonlarin alt kisimlar atihp, Ustteki filtreler yeni bos toplama
tiplerine alindi.
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14.Tim spin kolonlar, 14.000 rpm’de 1 dk bos olarak tekrar santrifij
edildi.

15.SantrifGjden cikarilan tdplerin alt kisimlar atilip, filtre kisimlari yeni
toplama tlplerine yerlestirildi.

16.Tuplerin filtre kisimlarina 50 pl elGsyon buffer (Buffer AE) ilave edildi.

17.TUm tapler 8000 rpm’de 1 dk santriftjlendi.

18.Santrifljden sonra bu kez Ust (filtre) kisimlan atilip, alttaki sivi
(DNA) iceren ependorflarin kapaklar kapatilarak PCR testine alindi.

3.5- Pneumocystis jirovecii Real Time PCR
3.5.1- Malzemeler

1- MSG gen bdlgesini hedefleyen primer ve probe setleri (BIONEER,
Republic of Korea) (Tablo3.1)

Tablo 3.1 MSG gen bolgesini hedefleyen primer ve problar

Primer ve Probe setleri Sekanslar

MSG Primerler F: GAA TGC AAA TCC TTA CAG ACA ACA G
R: AAA TCA TGA ACG AAATAACCATTIG C
MSG-Probe AGA CAT CGA CAC ACA CAAGCACGT CT

2- PCR Master Mix (GreenStar,Republic of Korea, Kat No: K-6101)

3- PCR grade distile su

4- PCR eppendorf tupu

5- Vortex

6- Seffaf bant

7- Exi cycler TM-96 Real time Kantitatif Termal Blok

8- Pozitif kontroller (Real time PCR ile pozitif saptanmig, yuksek, orta ve
dusik CT degerlerine sahip BAL 6rnekleri).

3.5.2- Real time PCR yontemin prensibi
SYBR Green kullanarak PCR sirasinda Pneumocystis jirovecii MSG gen
bélgenin  saptanmasi, logaritmik siklus déneminde MSG'nin miktarinin

analizine olanak saglar. Calismada pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri yani
sira amplifikasyon kontroll igin internal kontrol de yer aldi.
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3.5.3- Uygulama basamaklari

1- Her bir PCR tlplinde asadidaki sekilde olusturulan 25 pyL karisim yer
aldi.

Tablo 3.2 Real time-PCR Reaksiyon karisimi

Real time - PCR Reaksiyon karisimi Reaksiyon hacmi /1x
Distile su 6pul
Green star Master mix 12
Forward primer (10 pmol) 1ul
Reverse primer (10 pmol) 1l
Ornek DNA’s Sul
Toplam 25 ul

2- Butln tapler seffaf bantla kapatilip spin vortekslendi ve real time PCR
cihazina (Exicycler TM-96 Real time Kantitatif Termal Blok) yuUklendi.

3- PCR protokolinde, 95°C'de 10 dakikallk pre-denatirasyon
asamasindan sonra 95°C’de 5 sn denatlrasyon ve 55°C’de 30 sn annealing-
extension asamalarini iceren 45 siklus uygulandi.

Pozitif kontrol

= P.jirovecii pozitif érnekler

Std svee

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Sekil 3.1 Real-time PCR amplifikasyon egrileri
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3.6- P.jirovecii Direkt Floresan Antikor (DFA) Testi

Bu amacla ticari bir DFA testi (MONOFLIUO Pneumocystis jirovecii IFA
test kit, BIO-RAD, USA) kullanildi ve test tamamen Uuretici Onerileri
dogrultusunda uygulandi.

3.6.1- Kit icerigi

*Pneumocytis jirovecii boya (Fluorescein isothiocyanate isaretli 6zgl
monoklonal antikor) (R1)

* Mounting medium (R2)

» Buzlu mikroskop lamlari

3.6.2- DFA yontem prensibi

Fluorescein isothiocyanate (FITC) isaretli 6zgll monoklonal antikor (R1)
ornekteki Pneumocytis jirovecii trofozoitleri, kistleri ve hlcre disi matriks
materyali ile baglanarak kirmizi-siyah zeminde elma yesili renkte gorinrler.

3.6.3- DFA uygulama basamaklari

1. Daha o6nceden hazirlanmis ve fikse edilmis lamlar -70°C’den
cikarilarak oda sicakhdina ulasana kadar bekletildi.

2. Her bir o6rnek ve pozitif kontrol lami icin ayrn bir nemli plak
hazirlanarak lamlar bu plaklara yerlestirilerdi ve U(zerlerine bir damla P.
Jjirovecii boya eklendi.

3. Isiktan korumak amaciyla plaklar aliminyum folyo ile kapatilip
37°C’'de inkibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon sonrasi boyanin fazlasi kurutma kadidi ile uzaklastirildi.

5. Lamlar hafif calkalama uygulanarak deiyonize su ile 1dk yikandi ve
37°C’'de kurumaya birakildi.

6. Lamlarin Uzerine birer damla mounting medium damlatilarak floresan
mikroskopta 515 nm dalga boyunda dnce X400 buyutmede tarandi, pozitif
saptanan preparatlar X1000 blyUtmede incelendi.

3.4- Genotiplendirme

Real-time PCR testi ile pozitif bulunan 6rnekler mitokondriyal large
subunit (mLSU) ve ITS-1 ve ITS-2 bdlgelerini iceren DNA dizi analizi ile
genotiplendirmeye alindi. Bu amacla ticari bir firmadan hizmet alimi yapild.
Ancak, floradan zengin steril olmayan klinik 6rneklerin kullanimindan
kaynaklanan fazla sayidaki non-spesifik bantlar nedeniyle P. jirovecii DNA’'sI
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saflastirilamadi. Bu nedenle genotiplendirme calismasindan sonug¢ elde
edilemedi.

3.5- Istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS v.15.0 programi ile yapildi.
P.jirovecii DNA’sI pozitif saptanan ve saptanmayan gruplari karsilastirmak
icin ve her iki grup arasindaki demografik ve klinik verilerin
karsilastiriimasinda Ki-kare testi kullanildi. Calisma gruplari arasindaki yas
farkhliklari Kruskal-Wallis analizi ile dederlendirildi. Saglik calisanlarinda
calisma slresi ile P.jirovecii kolonizasyonu iliskisinin dederlendirilmesinde
Mann whitney U testi kullanildi. Immunsipresif ilag ve alkol kullanimi ile P.
jirovecii kolonizasyonu iliskisini degerlendiriimek icin Fisher’'s Exact ki-kare
testi kullanildi. Immindiskin grupta hastalik siresi ile kolonizasyon
iliskisinin degerlendirilmesinde Mann whitney U testi kullanildi. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4- BULGULAR

Mart - Mayis 2015 tarihleri arasinda Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Hematoloji Servisi'nde takip edilen ve PCP dlsundirecek herhangi
bir akciger enfeksiyonu olmayan 50 immindiskin bireyden, hastanemiz
servislerinde gorevli 100 sadlik calisanindan ve hasta ve hastane ile
baglantisi olmayan 100 eriskin gonilliden toplanan agiz calkanti suyu ve
nazal sdrantii drnekleri Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Laboratuvarinda calismaya alindi.

4.1- Calisma Grubunun Genel Olarak Degerlendirilmesi

Calismaya katilan saghk calisanlari grubu 21 erkek ve 79 kadindan
olustu, yas ortancasi 31'di. Saglk calisan olmayan gonulli grubu 44 erkek
ve 56 kadindan olustu ve yas ortancasi 40’di. Immiindiskiin goénillii grubu
ise 27 erkek ve 23 kadindan olustu ve yas ortancasi 54 bulundu(Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Calisma gruplarinin yas dagilimlari

Calisma grubu Yas araligi OrtalamaxSD Ortanca
Saghk calisani 21-60 32.6+8.42 31
Saglik calisan olmayan 18-75 42.0+12.5 40
goniilliiler
Immiindiiskiin 19-83 58.1+16.0 54
goniilliiller
Toplam 18-83 41.5+15.1 38

Saglik calisanlarindan toplanan 100 6rnekten 22'si (%22), Saglik calisan
olmayan gruptan alinan 100 6érnekten 21'i (%21) ve immundiskidn gruptan
toplanan 50 d6rnekten 14’0 (%?28) P.jirovecii kolonizasyonu agisindan real-
time PCR yodntemiyle pozitif saptandi (Tablo 4.2). Kolonizasyon sikligi
immunduiskin bireylerde daha fazla goérllmekle birlikte, gruplar arasindaki
farkhhk istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P=0.610). Tuim gruplar,
katilimcilarin cinsiyetine gore de degerlendirilmistir. Saghk calisani ve saglik
calisani olmayan gruplarinda kolonizasyon sikligi erkeklerde daha fazla
gorildigu halde, immuindiskin bireyler arasinda kadinlardaki siklik daha
yuksekti (Tablo 4.2). Ancak her bir grubun kendi icinde ve galisma grubunun
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genelinde (n=250) degerlendirildiginde kolonizasyonla cinsiyet arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmadi (P>0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Calisma gruplarinin cinsiyet dagilimlari ve kolonizasyon oranlari

Real-time PCR

Calisma grubu

Toplam °?P-degeri

Pozitif Negatif
(%) (%)
Saghik calisani
Erkek 6 (28.6) 15 (71.4) 21 B
Kadin 16 (20.3)  63(79.7) 79  P=0-413
Toplam 22 (22) 78 (78) 100
Saglik calisan olmayan
9°Er‘_'k'(';|‘('er 10 (22.7) 34 (77.3) 44
Kadin 11 (19.6) 45 (80.4) 56 P=0.707
_ Toplam 21 (21) 79 (79) 100
Immiindiiskiin
9°E;'k'(';l‘<'er 7 (25.9) 20 (74.1) 27
Kadmn 7 (30.4) 16 (69.6) 23 P=0.723
Toplam 14 (28) 36 (72) 50
Genel
Erkek 23 (25) 69 (75) 92
Kadin 34 (21.5) 124 (78.5) 158 P=0.527
Toplam 57 (22.8) 193 (77.2) 250

@ Pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Real-time PCR test sonuclari yas gruplarina gore dederlendirildi. Genel
olarak degerlendirildiginde, kolonizasyon saptanan katiimcilarin ¢ogunlugu
(%42.1) 30-49 yas araliginda yer almaktaydi. Ancak istatistiksel olarak
kolonizasyon sikhdi ile yas gruplari arasinda anlamli farkliik saptanmadi;
P=0.819 (Tablo 4.3). Ayrica her bir grup icinde kolonizasyon sikliklari yaslara
gore degerlendirildiginde, immindiskin bireylerde kolonizasyonun en fazla
50 yas Uzerindeki bireylerde gobzlenmesine ragmen, saglk calisanlar ve
saglik calisan olmayan eriskin gruplarinda kolonizasyon daha geng yaslarda
gozlendi (Sekil 4.1).
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Tablo 4.3 Yaslara goére real-time PCR sonuglarinin karsilastiriimasi

Real-time PCR sonuglari (%)

Yas gruplari Toplam
Pozitif Negatif
<30 yas 16 (28.1) 47 (24.4) 63 (25.2)
30-49 yas 24 (42.1) 89 (46.1) 113 (45.2)
50= 17 (29.8) 57 (29.5) 74 (29.6)
Toplam (%) 57 (100) 193 (100) 250
2 p-degeri P=0.819

3pearson ki-kare testi ile analiz edildi

100 -
90 +
80 17
70 -
60 -
50 o
40 B Real time-PCR pozitif
30 o
20 A
10 -

I8BHE

Saghk calisam | Saglik calisan | immindiskan

olmayan gonulltler

M Real time-PCR negatif

o o o
) o )
Al Y Al

<30
30-49
=50
<30

30-49

30-49

Sekil 4.1 Calisma gruplarinda yasa goére kolonizasyon oranlari
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Tablo 4.4 Katilimcilara ait cesitli 6zellikler ve P. jirovecii kolonizasyon sikligi

Katilimci 6zellikleri Real-time PCR (%) Toplam *P-degeri
(n=200) Pozitif Negatif (%)
Gegirilmis Evet 25(59.1) 95(60.5) 120 (60)
solunum yolu 0.779
enfeksiyonu Haylr 18 (419) 62 (395) 80 (40)
Kronik Evet  5(11.6) 25(15.9) 30 (15)
akciger 0.485
hastalig Hayir 38 (88.4) 132 (84.1) 170 (85)
varhgi
Sigara Evet 12 (27.9) 51 (32.5) 63 (31.5) 0567
kullanimi Hayir 31 (72.1) 106 (67.5) 137 (68.5) '
Alkol Evet 4 (9.3) 14 (8.9) 18 (9) 0.937
kullanimi Hayir 39 (90.7) 143 (91.1) 182 (91) '

2 Pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Immunduaskin bireylerin yer aldi§i grupta kolonizasyon sikligi daha fazla
gorildiginden ve altta yatan kronik hastaliklari nedeniyle immiindiskin
olmayan toplumu yansitmayacaklari ddsuntldid. Bu nedenle, gegirilmis
solunum yolu enfeksiyonu ve kronik akciger hastaligi varligi, sigara ve alkol
tiketimi 6zellikleri ile kolonizasyon sikhdi arasindaki iliski saglik calisanlari ve
saglik calisani olmayan eriskin gruplar dahil edilerek degerlendirildi (Tablo
4.4) Ancak oransal olarak dikkati ceken bir farklihk goézlenmedi ve
istatistiksel olarak da P. jirovecii kolonizasyonu ile gegirilmis solunum yolu
enfeksiyonu, kronik akciger hastaligi ya da sigara ve/veya alkol kullanimi
arasinda anlaml bir iliski saptanmadi.

4.2- Saghk calisanlarinin demografik 6zellikleri
Calismaya katilan 100 saglik calisaninin mesleklerine gére dagilimlari;
31'i (%31) doktor, 56’si (%56) hemsire, 9'u (%9) hizmetli, 4’0 (%4)

sekreterdi. P.jirovecii kolonizasyon orani doktorlarda %29, hemsirelerde
%16.1, hizmetlilerde %33.3 ve sekreterlerde %25 bulundu. Buna goére
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P.jirovecii kolonizasyonu ile saglik calisanlarinin meslekleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iliski bulunmamistir; P>0.05 (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 Saglik calisanlarinin mesleklere gére dagilimlari

Real-time PCR (%) Toplam
Meslek — - (%)
Pozitif Negatif
Doktor 9 (29) 22 (71) 31 (100)
Hemsire 9 (16.1) 47(83.9) 56 (100)
Hizmetli 3 (33.3) 6 (66.7) 9 (100)
Sekreter 1 (25) 3 (75) 4 (100)
Toplam 22 (22) 78 (78) 100 (100)
2p-degeri P= 0.434

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Tum orneklerin 5'i cerrahi, 401 dahiliye, 24’4 hematoloji-onkoloji, 15
pediatri, 16’sI ise yogun bakimda gorevli saglik calisanlarina aitti. P.jirovecii
kolonizasyonu cerrahi bdlim c¢alisanlarinda %40, dahiliyede %25,
hematoloji-onkolojide %20.8, pediatride %7 ve yogun bakim calisanlarinda
%?25 oraninda saptanmistir. Istatistiksel olarak P.jirovecii kolonizasyonu
acisindan meslekler arasinda farkhhk bulunamamistir; P >0.05 (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Saglik calisanlarinin gorevli olduklari birimlere dagilimlari

RT-PCR(%)

Boliim — . Toplam
Pozitif Negatif
Cerrahi 2 (40) 3 (60) 5 (100)
Dahiliye 10 (25) 30 (75) 40 (100)
Hematoloji-onkoloji 5 (20.8) 19 (79.2) 24 (100)
Pediatri 1(7) 14 (93) 15 (100)
Yogun bakim 4 (25) 12 (75) 16 (100)
Toplam 22 (22) 78 (78) 100 (100)
2p-degeri P= 0.643

2 pearson ki-kare testi ile analiz edildi
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Saglik calisanlarinin calisma slreleri ile kolonizasyon  sikhgi
karsilastirilmig, kolonizasyon pozitif saptanan gontllilerin hastanede galisma
sureleri (ortalama 101.25 ay), negatif saptanan gdndllilerin c¢alisma
sirelerine gore (ortalama 66.26 ay) belirgin olarak daha uzun bulunmustur.
Ancak istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamh bir farklilik
gosterilememistir; P>0.05 (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 Saglik calisanlarinin calisma sureleri

Bolimde calisma Ortalama (std.hata) Ortanca
siiresi min-max %25-%75
.- 101.25 (26.32) 45
Pozitif 0.25-396 (5.75-171)
Negatif 66.25 (9.69) 36
0.1-360 (5.5-120)
°p-degeri P=0.327

°Mann Whitney test ile analiz edildi

Altmis yedi saghk calisani, 6rneklerin toplanmasindan &nceki (¢ ay
icinde gecirilmis solunum vyolu enfeksiyonu hikayesi bildirdi. P.jirovecii
kolonizasyonu bu grupta %20.9 iken, solunum yolu enfeksiyonu hikayesi
bulunmayan 33 sadlik calisaninda kolonizasyon orani %24.2 bulunmustur.
Gegirilmis solunum yolu enfeksiyonu ile P.jirovecii kolonizasyonu sikhgi
acisindan bu iki grup arasinda anlaml istatistiksel bir iliski bulunmamistir;
P>0.05 (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Saglik calisanlarinda gecirilmis solunum yolu enfeksiyonu (son 3
ay) ve P. jirovecii kolonizasyonu sikligi

RT-PCR (%)

SoIL!num yolu Toplam ?P-degeri
enfeksiyon durumu Pozitif Negatif
Hayir 8 (24.2) 25 (75.8) 33 (100)
Evet 14 (20.9) 53 (79.1) 67 (100) P= 0.704
Toplam 22 (22) 78 (78) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi
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Saglik calisanlarinin 94’4 herhangi bir kronik akciger hastalgi bildirmedi.
Kronik akciger hastaligi bildirmeyen gondllilerin 21’inde, kronik akciger
hastaligi bulundugunu bildiren 6 katilimcinin ise sadece birinde P.jirovecii
kolonizasyonu saptandi. Kronik akciger hastaligi varligi ile P.jirovecii
kolonizasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir;
P>0.05 (Tablo 4.9)

Tablo 4.9 Saglik calisanlarinda kronik akciger hastaligi ve P.jirovecii
kolonizasyonu sikhgi

Real-time PCR
Kronik akciger (N) a Lo
< Toplam P-degeri

hastalik varhgi Pozitif Negatif

Hayir 21 73 94
Evet 1 5 6 p=0.745
Toplam 22 78 100

@ Pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Son bir vyl iginde immunsupresif ilag kullanimi ile P.jirovecii
kolonizasyonu sikhginin  karsilastirmasi  Tablo 4.10'da  sunulmustur.
Immunsipresif ilag kullanmayan saglik calisanlarinin 19’unda kolonizasyon
saptanirken immunsupresif ilag kullanimi sadece 7 personelde s6zkonusuydu.
P.jirovecii kolonizasyonu ile immunsudpresif ilag kullanimi arasinda anlaml bir
iliski saptanmadi; P>0.05.
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Tablo 4.10 Saglik calisanlarinda immunsuipresif ilag kullanimi ile P.jirovecii
kolonizasyonu sikligi

Immunsiipresif ilag RT-PCR (N) Toplam ap-degeri
kullanimi Pozitif Negatif
Hayir 19 74 93
Evet 3 4 7 P=0.167
Toplam 22 78 100

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglik calisani grubunda, P.jirovecii kolonizasyonu son (¢ ay icinde
antibiyotik kullanimina goére de dederlendirildi (Tablo 4.11). Buna gore yakin
zamanda antibiyotik kullanan grupta kolonizasyon sikligi %?26.1 ve
antibiyotik kullanimi 6éyklUslU olmayanlarda %20.8 bulundu ve aradaki fark
istatistisel olarak anlamli degildi; P>0.05.

Tablo 4.11 Saglik calisanlarinda antibiyotik kullanimi ile P.jirovecii
kolonizasyonu sikligi

Antibiyotik Real-time PCR (%) Toplam P-dederi
kullanim durumu Pozitif Negatif
Hayir 16 (20.8) 61 (79.2) 77 (100)
Evet 6 (26.1) 17 (73.9) 23 (100) P=0.590
Toplam 22 (22) 78 (78) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglik calisanlari arasinda sigara kullanimi ile P.jirovecii kolonizasyonu
iliskisi Tablo 4.12’de 6zetlenmistir. Buna gdre sigara kullanimi ile P.jirovecii
kolonizasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir;
P>0.05.
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Tablo 4.12 Saglik calisanlarinda sigara kullanimi ve P.jirovecii kolonizasyonu

RT-PCR (%)

Sigara kullanimi Toplam “°P-degeri
Pozitif Negatif
Hayir 16 (23.9) 51 (76.1) 67 (100)
Evet 6 (18.2) 27 (81.8) 33 (100) P=0.518
Toplam 22 (22) 78 (78) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglik calisanlarinin 14’tinde alkol kullanimi s6z konusu iken, 86'sI alkol
tiketmedigini bildirdi. Bu bireylerdeki P.jirovecii kolonizasyonu sikligi Tablo
4.13'de verilmistir. Saglik calisanlarinda alkol kullaniminin P.jirovecii
kolonizasyonu (zerine istatistiksel olarak etkisi olmadigi go6zlenmistir;
P>0.05.

Tablo 4.13 Saglik calisanlarinda alkol kullanimi ve P.jirovecii kolonizasyonu

RT-PCR (N)

Alkol kullanimi Toplam ’P-degeri
Pozitif Negatif
Hayir 18 68 86
Evet 4 10 14 P=0.522
Toplam 22 78 100

2 Pearson ki-kare testi ile analiz edildi

4.3- Saghk Calisani Olmayan Eriskin Goniillillerin
Demografik Ozellikleri

Saglik calisan olmayan 100 eriskin gonullinin 53’0 6rnek alinmadan
onceki Ug ay icinde solunum yolu enfeksiyonu gecirdigini bildirmistir. Bunlarin
%20.8'sinde P.jirovecii kolonizasyonu saptanmis, enfeksiyon hikayesi
bulunmayanlarda ise %?21.3 oraninda kolonizasyon gdsterilmistir. Bu iki grup
arasindaki fark anlaml bulunmamistir;P>0.05 (Tablo 4.14).
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Tablo 4.14 Saglk calisan olmayan eriskinlerde gecirilmis solunum yolu
enfeksiyonu (son 3 ay) ve P. jirovecii kolonizasyonu sikhgi

Solunum yolu Real-time PCR (%)

enfeksiyonu varhgi Pozitif Negatif

Toplam 2p-degeri

Hayir 10 (21.3) 37 (78.7) 47 (100)
Evet 11 (20.8) 42 (79.2) 53 (100) P=0.949
Toplam 21 (21) 79 (79) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglik calisani olmayan eriskin katilimcilarin 11'i en az bir kronik hastalik
bildirmis ve bunlarin ikisinde P.jirovecii kolonizasyonu bulunmustur (Tablo
4.15). Herhangi bir kronik hastalik bildirmeyen gruptaki katilimcilarin ise
19’unda P.jirovecii kolonizasyonu bulunmus ve kronik hastalik agisindan iki
grup arasinda anlaml bir iliski gésterilememistir; P>0.05.

Tablo 4.15 Saglik calisan olmayan eriskinlerde kronik akciger hastalik varhgi
ile P.jirovecii kolonizasyonu iligkisi

Kronik akciger Real-time PCR (N)

hastalik varhig: Pozitif Negatif

Toplam ap-degeri

Hayir 19 70 89
Evet 2 9 11 P=0.808
Toplam 21 79 100

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglk calisan olmayan eriskin gonulliler arasinda son bir yil iginde
immunsupresif ilag kullanim oranlari ve immdidnsitpresif ilag kullanimi ile
P.jirovecii kolonizasyonu iliskisi Tablo 4.16'da &ézetlenmistir. Imminsipresif
ilag kullandigini bildiren grupta kolonizasyon sikligi belirgin olarak yilksek
gorinse de, bu gruptaki gonulli sayisi oldukca az (n=5) oldugundan gergek
orani yansitmadigi dusldnidlmektedir. Sadglik calisan olmayan eriskin
goénullilerde P.jirovecii kolonizasyonu ile immunssitpresif ilag kullanimi
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arasinda anlamh bir iliski bulunamamis olmakla birlikte (P>0.05), bunun
degerlendirilebilmesi icin immiunssipresif ilag kullanimi bildiren gondlli
sayisinin yetersiz oldugu da g6z 6niinde bulundurulmaldir.

Tablo 4.16 Saglik calisan olmayan eriskinlerde immunsupresif ilag kullanimi
ve P.jirovecii kolonizasyonu sikligi

immunsiipresif ilag _Real-time PCR (N)

kullanimi Pozitif  Negatif Toplam 9p-degeri
Hayir 19 76 95
Evet 2 3 5 P=0.282
Toplam 21 79 100

9 Fisher’s Exact ki-kare testi ile analiz edildi

P.jirovecii kolonizasyonu ile antibiyotik kullanimi arasinda saglk calisani
olmayan erigskin goéndlli grubunda da anlaml bir iliski saptanmamistir;
P>0.05 (Tablo 4.17).

Tablo 4.17 Saglik calisan olmayan eriskinlerde son (g ay icinde antibiyotik
kullanimi ve P.jirovecii kolonizasyonu sikhgi

Real-time PCR (%)

Antibiyotik kullanimi Toplam “P-degeri
Pozitif Negatif
Hayir 17 (81) 69 (87.3) 86 (100)
Evet 4 (19) 10 (12.7) 14 (100) P=0.453
Toplam 21 (100) 79 (100) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Saglik calisan olmayan eriskin gondillllerin sigara ve alkol kullanimlarni ile
P.jirovecii kolonizasyonu sikligi da degerlendirilmis olup, Tablo 4.18 ve Tablo
4.19’da sonuglar 6zetlenmistir. Sigara ya da alkol kullaniminin kolonizasyon
Uzerine anlamli bir etkisi olmadigi gézlenmistir; P>0.05.
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Tablo 4.18 Saglik calisan olmayan eriskinlerde sigara kullanimi ve P.jirovecii
kolonizasyonu

RT-PCR (%)

Sigara kullanimi Toplam “P-degeri
Pozitif Negatif
Hayir 15 (21.4) 55 (78.6) 70 (100)
Evet 6 (20) 24 (80) 30 (100) P=0.872
Toplam 21 (21) 79 (79) 100 (100)

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Tablo 4.19 Saglik calisan olmayan eriskinlerde alkol kullanimi ve P.jirovecii
kolonizasyonu

RT-PCR (N) ) _
Alkol kullanimi Toplam P-degeri
Pozitif Negatif
Hayir 21 75 96
Evet 0 4 4 P=0.576
Toplam 21 79 100

9 Fisher’s Exact ki-kare testi ile analiz edildi

_ 4.4- Immiindiiskiin G6niillii Grubunun Demografik
Ozellikleri

Hematoloji servisinde takip edilmekte olan 50 hastanin 15'i [6semi
(ALL/AML), 20’'si lenfoma, 7’si multiple myelom ve 8'i diger hematolojik
hastaliklara sahipti. Real-time PCR yontemiyle P.jirovecii kolonizasyonu sikligi
altta yatan hematolojik hastaliga gore belirgin farkliliklar sergilemistir; |6semi
hastalarinda %-26.7, Ilenfoma hastalarinda %40, multiple myeloma
hastalarinda %14.3 ve diger hastalik grubunda %12.5 oraninda saptanmistir
(Tablo 4.20). Bununla birlikte, P.jirovecii kolonizasyonu agisindan
hematolojik hastaliklar arasinda istatistiksel fark bulunmamistir; P>0.05.
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Tablo 4.20 Hematolojik hastaliklar ve P. jirovecii kolonizasyon sikhgi

Hematolojik® Real-time PCR sonucu (%) Toplam
Hastalik Pozitif Negatif
H;“;ﬁ;%'l‘;le'k 12 (34.3) 23 (65.7) 35 (100)
Diger 2 (13.3) 13 (86.7) 15 (100)
b p-degeri P=0.131

Hematolojik malignite, |6semi ve lenfomalar; Diger, anemiler, polisitemia, vb.
b pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Hastanede yatis slresi ile P.jirovecii kolonizasyonu dederlendirildi; P. jirovecii
kolonizasyonu saptanan hastalarin hastanede yatis surelerin 1-20 gundd.
Kolonize olmayan hastalarin yatis slreleri ise 1-120 gin raporlandi (Tablo
4.21).

Tablo 4.21 Hastanede yatis slresi ile P.jirovecii kolonizasyonu

Hastanede yatis siiresi (Giin) Real time-PCR (%)
Ortanca (min-max)
4 (1-20) Pozitif (28)
5 (1-120) Negatif (72)
P.jirovecii  kolonizasyonunun hastalik slreleri ile iligkileri de

degerlendirildi. Kolonizasyon pozitif hastalarin hastalik sireleri 2-240 ay
hesaplanirken, kolonizasyon olmayan hastalarda hastalik streleri 0.07-60 ay
bulunmustur. Buna gore hastalik slresi ile kolonizasyon sikhidi arasinda
anlamh bir iliski saptanmis ve hastalik sltresinin uzamasi ile kolonizasyon
sikhginin arttigi gosterilmistir; P<0.05 (Tablo 4.22).
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Tablo 4.22 Hastalik stresi ile P.jirovecii kolonizasyonu sikligi

Real-time PCR HastaILk suresi Ortanca °P-dederi
(n) araligi (ay)
Pozitif (14) 2-240 16
P=0.001
Negatif (36) 0.07-60 3

°Mann Whitney testi ile analiz edildi

Immundiskin katihmcilardan sadece 8'i son (¢ ayda gecirilmis solunum
yolu enfeksiyonu bildirmistir. Bu bireylerin 3’tnde, solunum yolu enfeksiyonu
bildirmeyenlerin ise 11'inde P. jirovecii kolonizasyonu saptanmis olup, bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir; P>0.05
(Tablo 4.23)

Tablo 4.23 Immiundiskin katilimcilarda gecirilmis solunum yolu enfeksiyonu
(son 3 ay) ve P. jirovecii kolonizasyonu sikhgi

Gegirilmis Real-time PCR (N)
solunum yolu Toplam “P-degeri
enfeksiyonu Pozitif Negatif
Hayir 11 31 42
Evet 3 5 8 P=0.514
Toplam 14 36 50

@ pearson ki-kare testi ile analiz edildi

Elli hematoloji hastasinin 45’'inde kemoterapi uygulamasi s6z konusu
iken, 5 hastaya drneklerin toplanmasi sirasinda kemoterapi baslanmamisti.
Kemoterapi uygulanan hastalarda P.jirovecii kolonizasyon orani (%28.9),
kemoterapi uygulanmayan hastalara gére (%20) daha yuksek bulunmus
olmakla birlikte, kemoterapi uygulanmayan hasta grubundaki katilimci
sayisinin disuk olmasi géz énlinde bulundurulmalidir (Tablo 4.24a). Ancak.
Kemoterapi uygulanmakta olan hastalarin 40'inda tedavi sekli belirlendi;
21’'ine monoterapi, 19'una ise iki veya daha fazla ilac kombinasyonu
uygulanmaktaydi. Kemoterapinin monoterapi seklinde uygulandigi grupta
kolonizasyon orani %22.5, kombine olarak uygulanan grupta ise %5
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bulunmus olup, P. jirovecii kolonizasyonu ile imminsupresif tedavi sekli
arasinda anlamli bir iliski bulunmadigi gézlenmistir; P>0.05 (Tablo 4.24b).

Tablo 4.24a Immiindiskiin katihmcilara kemoterapi uygulanmasi ve P.
Jjirovecii kolonizasyonu

Real-time PCR(%)

Kemoterapi Toplam “P-degeri
uygulanmasi Pozitif Negatif
Hayir 1 (20) 4(80) 5 (100)
Evet 13(28.9) 32(71.1) 45(100)  ,_, oc
Toplam 14 (28) 36 (72) 50 (100)

9Fisher’s Exact ki- kare testi ile analiz edildi

Tablo 4.24b immiinduskin katilimcilarda kemoterapi sekli ile P. jirovecii
kolonizasyonu

Real-time PCR(%)

Kemoterapi sekli
Toplam
(n) Pozitif Negatif
Monoterapi (21) 9 (22.5) 12(30) 21 (100)
Kombinasyon (19) 3(7.5) 16 (40) 19 (100)
Toplam (40) 12(30) 27 (67.5) 40 (100)

Hematoloji hastalarinin  17'si  profilaktik olarak antibiyotik ilag
kullanmaktaydi. Antibiyotik kullanan hastalarin %41.2’sinde P.jirovecii
kolonizasyonu saptanirken, antibiyotik kullanmayan hastalarda bu oran
%21.2 bulundu. Antibiyotik kullanan hastalarda kolonizasyon orani belirgin
sekilde daha ylksek saptanmis olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi; P>0.05 (Tablo 4.25).
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Tablo 4.25 Immindiskin katiimcilarda son (¢ ay icinde antibiyotik
kullanimi ile P. jirovecii kolonizasyonu

Real-time PCR (%)
Antibiyotik kullanimi Toplam “?P-degeri
Pozitif Negatif

Hayir 7 (21.2) 26 (78.8) 33 (100)
Evet 7 (41.2) 10 (58.8) 17 (100) P=0.136
Toplam 14 (28) 36 (72) 50 (100)

@ pearson ki-kare analize ile test edildi

Hematoloji hastalari arasinda sigara ve alkol tuketimi ile P. jirovecii
kolonizasyonunun iliskisi degerlendirildi. Ancak sigara ve/veya alkol kullanimi
bildiren hasta sayisi oldukca distk oldugundan sonuclar yeterince glvenilir
bulunmadi. Istatistiksel olarak da sigara ve/veya alkol kullanimi ile P.
Jjirovecii kolonizasyonu arasinda anlamli bir iliski saptanamadi; P>0.05 (Tablo
4.26; Tablo 4.27).

Tablo 4.26 Immiindiiskin bireylerde sigara kullammi ile P. jirovecii
kolonizasyonu

Sigara kullanim Real-time PCR (N)

Toplam °P-degeri

durumu Pozitif Negatif

Hayir 11 33 44

Evet 3 3 6 P=0.201
Toplam 14 36 >0

2 pearson ki-kare testi ile analiz edildi
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Tablo 4.27 Immindiskin bireylerde alkol kullanimi ve P.jirovecii
kolonizasyonu
RT-PCR(N)
Alkzl kullanim Toplam dP-dejeri

urumu Pozitif Negatif

Hayir 13 35 48

Evet 1 1 2 P=0.479

Toplam 14 36 50

9 Fisher’'s Exact ki-kare testi ile analiz test edildi

4.5- Direkt Immunfloresan Testi Sonuclari

Calismamizda real-time PCR yo6ntemi ile P.jirovecii geni saptanan toplam
57 ornek (22 saglik personeli, 21 saglikli eriskin, 14 imminduskin erigkin)
direkt immunfloresan testi (DFA)'ne alindi. Bu amacla kullanilan ticari test

P.jirovecii'nin hem kisti hem de trofozoit
ozelligindeydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 P.jirovecii IFA gérintileri

A, IFA ile P.jirovecii trofozoit pozitif saghk personel; B, IFA ile P.jirovecii kist pozitif gonalla
eriskin; C, IFA ile P.jirovecii trofozoit pozitif hematoloji hastasi; D, Pozitif Kontrol IFA
goérilmekte.

Real-time PCR ve DFA testi sonuclarn Sekil 4.3'de karsilastinimistir. Real-
time PCR yontemi ile kolonizasyon saptanan 22 saglik calisaninin 15%, 21
saglik calisani olmayan eriskin bireyin 13’0 ve 14 immin duskiln bireyin 8’i
DFA ydntemi ile pozitif bulundu.
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Caligma gruplari

Sekil 4.3 Real-time PCR ve direkt immunfloresan test sonuglari

Buna gore PCR testi kolonizasyonu saptamada DFA testine gore anlamli
oranda Utstdn bulunmustur; P<0.0002.
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5. TARTISMA

P. jirovecii HIV pozitif bireylerde, konnektif doku hastaligi ya da
hematolojik malignitesi olanlarda ve organ transplantasyonu vyapilan
hastalarda hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olan firsatci bir patojendir
(Durand vd., 2003). Ozellikle HIV pozitif hastalarda anti retroviral tedavinin
kullanima girmesiyle PCP insidansi belirgin olarak azalmistir (Bartlett vd.,
1997). Bununla birlikte, son yillarda hematolojik ve solid organ tiuméorleri,
organ transplantasyonlari ve otoimmin hastaliklarda etkili immunosuUpresif
tedavilerin kullanima girmesiyle, HIV negatif immdinosupresif hastalardaki
PCP enfeksiyonlarinda artis gézlenmektedir ( Tasaka vd., 2012).

Klinik olarak semptom vermeyen bireylerde organizmanin veya
DNA’'sinin tespit edilmesi “kolonizasyon” olarak tanimlanmistir. Kolonizasyon
saptanan Kkisilerin, etkenin topluma yayillmasinda rezervuar roli oynadigi,
ayrica bu kisilerin duyarli hale gelmeleri durumunda mevcut kolonizasyondan
Pneumocystis  jirovecii pndmonisi  (PCP) gelisim riski  tasidiklari
belirtilmektedir (Morris vd., 2008).

P.jirovecii kiltlirde uUretilemedigi icin PCP tanisi indiklenmis balgam,
bronkoalveoler lavaj (BAL), trakeal aspirasyon veya bronsiyal fircalama,
akciger biyopsisi ve plevral sivi Oorneklerinde mantarin morfolojik olarak
gosterilmesiyle yapilabilmektedir. Bu orneklerde Pneumocystis'in
tanimlanmasi, c¢esitli  boyalar (Giemsa, toluidin mavisi vb.) ve
immunofloresan boyama ydntemleri ile hazirlanmis preparatlarda P.jirovecii
kist ve/veya trofozoitlerinin mikroskopik olarak gdsterilmesi ile mimkuln
olmaktadir. Son vyillarda ise molekller ydntemlerle klinik &6rneklerdeki
mikroorganizmanin daha duyarli olarak saptanabildigi gosterilmistir (Krajicek
vd., 2008; Thomas vd., 2004).

Immunofloresan boyalarla isaretli 6zgiil antikorlarin  kullanildig
ybéntemlerde, floresan mikroskobu ile mikroorganizmalar tek tek veya
kimeler olusturmus parlak elma vyesili renkli cisimcikler olarak
gorulmektedirler. Floresan boyalarla hem trofozoidler hem de kistler ve
kistlerin ekstrasellller matriksi boyanir. PCP tanisinda, floresans antikor
yonteminin kolay uygulanabilmesi, kisa slirede sonuc¢ alinabilmesi, diger
boyama ydntemlerinden daha ylksek duyarhlik ve 6zgilliginin bulunmasi
gibi olumlu 6zelliklerine ragmen, AIDS disi immunosUpresif hastalarda ve
kolonizasyonu pozitif bireylerde cogu zaman mantar yukidnin disik olmasi,
bu yontemin duyarhiligini azaltmaktadir. Bununla uyumlu olarak, immin
saglikh bireylerdeki otopsi ¢alismalarinda mikroskobik ya da immdinofloresan
yontemlerle P. jirovecii saptanma oraninin son derece dislik (<%1) oldugu
gozlenmistir (Takahashi vd., 2002).
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Oysa PCR, direkt mikroskobik inceleme ya da direkt floresan antikor
testlerine gbre son derece duyarli bir yéntemdir ve P. jirovecii yuklu cok
duslk dlzeyde olsa bile PCR ile saptanabilmektedir (Leigh vd., 1993; Lu vd.,
1997). Kolonize hastalardaki mantar yiUkli codu zaman dlsik seviyede
kalmakta ve bu kisilerin saptanmasinda geleneksel boyama yontemleri
yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle kolonizasyon sikligini arastiran
calismalarda PCR’a dayali molekiler yontemlerin tercih edilmesi gerektigi
belirtilmistir (Arcenas vd., 2006; Huggett vd., 2008; McTaggart vd., 2012;
Medrano vd., 2005; Tasaka vd., 2012). Son yillarda, “real-time polimerase
chain reaction (PCR)” yéntemi, daha az 6zgul olan énceki yéntemlerin (klasik
PCR, nested PCR gibi) yerini bluyluk oranda almistir (Carmona vd., 2011).
Ozellikle kolonizasyonu saptamaya yonelik calismalarda invaziv islem
gerektirmeyen adiz yikama sivisi, nazofaringeal aspirat veya indiklenmis
balgam ornekleri sikca kullanilmakta, ancak BAL sivisi ve akciger doku
ornekleri en degerli klinik 6érnekler olarak dederlendirilmektedir (Morris vd.,
2008).

P. jirovecii saptamaya yonelik molektler calismalarda, diger mantarlarda
oldugu gibi, cok kopyali ribozomal ya da mitokondriyal gen bdlgeleri ile MSG
geni kullanilmaktadir. Huang vd. (1999), P. jirovecii saptamak amaciyla
indiklenmis balgam, BAL ve adiz calkanti suyu 6érneklerinde yliksek spesifik
MSG genini PCR ve agaroz jel elektroforezi takiben southern hibridizasyon
yontemiyle arastirmiglar ve P.jirovecii saptamada MSG geninin mitokondriyal
ribozomal RNA (mrRNA)’ya gbére daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Grupta vd. (2008) ise, P.jirovecii cok kopyali MSG geni duyarlliginin
mitokondriyal genis alt Gnite (mtLSU)’e benzer oldugunu géstermislerdir.

P.jirovecii'nin saptanabilirligi hem 06rnek tipinden hem de o6rnek
miktarindan etkilenebilmektedir. Ponce vd. (2010), immuinkompetan 77
olgunun postmortem akciger dokusunda PCR ydntemi ile P. jirovecii varhgini
arastirmiglar ve olgularin %64.9'unda saptamislardir. Spencer vd. (2008),
HIV pozitif hastalarin ailelerindeki P.jirovecii kolonizasyonunun
arastirilmasinda eriskin bireyler icin adiz calkanti suyu o6rneklerini
kullanmislardir. Medrano vd. (2005), akciger enfeksiyonu olmayan immun
saglikh 50 bireyden aldiklari agiz calkanti suyu 6rneklerinin %20’sinde nested
PCR ile P.jirovecii mtLSU-rRNA pozitifligi tespit etmislerdir. Vargas vd.
(2010), vyetiskinlerde P. jirovecii kolonizasyonunun saptanmasinda adiz
calkanti suyu kullandiklarinda %12.8 oranini bulduklarn halde, agiz calkanti
suyu ile birlikte nazal sudrintli 6rneklerini de kullandiklarinda bu oranin
%21.5’a yikseldigini bildirmektedirler. Calismamizda PCP agisindan saglkli
bireylerdeki P. jirovecii kolonizasyonunun arastirilmasi hedeflendiginden,
invaziv islem gerektirmeksizin kolayca elde edilebilmesi nedeniyle agiz
calkanti suyu érnekleri tercih edildi. Ancak, bu drnekte mantar yukintn alt
solunum yolu o6rneklerine goére daha duslik olacagr dusinildiginden
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duyarhiligin arttinlmasi amaciyla nazal sirintld ornekleri de eklendi. Hedef
olarak cok kopyali MSG geni ve ydontem olarak da real-time PCR kullanildi.

Calismamizda PCP’ni dlsindirecek herhangi bir akciger enfeksiyonu
bulgusu olmayan 250 katilimci arasinda real-time PCR yontemi ile P. jirovecii
pozitiflik orani %22.8 bulundu. Bununla birlikte, immun sistemi baskilanmis
hastalarda go6zlenen P.jirovecii varhdinin, immin sistemi saglam kisilere
oranla daha fazla oldugu bilinmektedir (Krajicek vd., 2008; Lu J vd., 2008;
Fan L vd., 2013). Calismamizda yer alan Ug farkl katillmci grubuna goére ayri
ayri dederlendirildiginde bu oran saglik calisani olmayan eriskin grubunda
%21, saglhk calisani grubunda %22 ve immun dlskilin eriskin grubunda %28
bulunmustur. P.jirovecii  kolonizasyonu agisindan bu dc  grup
karsilastirildiginda anlamli istatistik farkhlik saptanmamistir (P= 0.61).

Ponce vd. (2010), hastalik ve hastalik disi nedenlerle 6len immunsaglikli
bireylerin otopsileri sirasinda alinan akciger 6rneklerinde P.jirovecii genini
arastirmislar, nested PCR ve immunfloresan testlerle akcigerde P.jirovecii
kolonizasyonunu  %64.9 oraninda saptamiglardir. Ayni  ¢alismada
immunduskin olmayan ve hastalik nedeni ile dlenlerde kolonizasyon orani
(%78.9), hastalik disi nedenlerle 6lenlere gére (%61.8) anlamli oranda
yuksek bulunmustur. Kan vericilerinden toplanan serum Orneklerinin
P.jirovecii kolonizasyonu acisindan arastirildigi bir calismada ise %§8.8
oraninda pozitiflik saptanmistir (Chatterton vd., 1989). Ispanya’da saglikli
bireylerden alinan agiz calkanti suyu 6rneklerinde nested PCR ile P.jirovecii
kolonizasyonu %20 oraninda bulunmustur (Medrano vd., 2005). Fransa’'da
ise CD4+ T lenfosit dlzeyleri ve akcigerleri normal bireylerden toplanan
balgam 0&rnekleri PCR ile c¢alisiimis ve P. jirovecii kolonizasyonu
saptanmamistir (Nevez vd., 2006). Bu cgalismalarda, kullanilan &rnekler,
arastirma yontemleri ve cografi farkliliklar nedeni ile P.jirovecii kolonizasyonu
sikligr saghkh bireylerde farkhlik gostermistir. Calismamizda yiksek duyarl
ve 6zgll real-time PCR yontemi kullanilarak, saglikli bireylerden alinan non
invaziv 6rnekler ile diger calismalara benzer P.jirovecii kolonizasyonu oranlari
elde ettik.

HIV pozitif 27 hasta ve kontrol grup olarak HIV negatif saglikh 27
personelden kan ve agiz calkanti suyu 6rnekleri toplanmis, hedef olarak ITS
gen bdlgesi secilmis ve nested-PCR ile P.jirovecii HIV pozitif hastalarin
tamaminda (%100) saptanirken, negatif kontrol grubunda P.jirovecii
saptanmamistir (Atzori vd., 1998). Tipirneni vd. (2009), hastane personeli
arasinda yapilan bir calismada, gdgis hastaliklari, yogun bakim, HIV/AIDS
hastalarinin bakiminin yapildigi bolimlerde calisan, HIV ile enfekte veya
PCP’li hastalara klinik ve labaratuar bakimi vermekte olan 126 personeli
incelemiglerdir. Calisanlar klinik grubu ve klinik disi grubu olarak ayrilmistir.
Katilan personelde P. jirovecii major ylzey glikoprotein (MsgA, MsgB, MsgC1)
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diizeyleri ELISA yoéntemi ile dederlendirilmistir (MsgC, HIV enfekte hastalar
arasinda PCP olan ve olmayanlari ayirt etmek igin kullanilan temel antijenik
belirtectir). MsgA ya da MsgB dlizeylerinde klinik ve klinik disi grup arasinda
PCP’li hasta ile temas durumu olsun olmasin énemli farkhlik saptanmamis
ancak Kklinik calisanlarinda MsgC1l antikor dulzeyleri klinik disi calisma
grubuna goére 6nemli derecede ylksek saptanmistir (Tipirneni vd., 2009).
HIV/AIDS hastalarinin bulundugu kliniklerdeki saglik calisanlarinin balgam
veya nazal yikama o6rneklerinde nested PCR ile P. jirovecii mt LSU rRNA
geninin arastirildigi baska bir galismada, kontrol olarak PCP hastalara maruz
kalmayan, genel solunum poliklinigindeki saglik calisanlar yer almistir (Miller
vd., 2001). PCP’li hastalara maruz kalan 10 saglik personeli ve 1 poliklinik
personelinde P.jirovecii’nin geni saptanmigstir. Ayni calismada
genotiplendirme de yapilmis ve hastalarda bulunmayan bazi genotiplerin
saglik calisanlarinda bulundugu gézlenmis ve kolonizasyon (izerine maruziyet
yaninda baska faktoérlerin de etkili olabilecedi sonucuna variimistir (Miller vd.,
2001). Saglik personellerinin cgalistiklari bolimlere goére kolonizasyon
sikhdinin degerlendirildigi bir calismada; farkli bélimlerde calisan 164 saglik
personelinden (hematoloji boélimid 90, pediatri yogun bakim 39, gdgls
hastaliklari 35) alinan agiz calkanti suyu oOrnekleri nested-PCR ile
degerlendirilmis, hematoloji béliminde %8, pediatri yogun bakim {nitesinde
%8 ve gbgis hastaliklari boliminde %0 oraninda P.jirovecii kolonizasyonu
bulunmustur (Durand vd. ,2003).

Ote yandan, P.jirovecii'nin PCP hasta odalari disindaki alanlarda hastane
havasinda varhgini kanitlayan bazi calismalar bulunmaktadir (Olsson
vd.,1998). Bartlett vd. (1997), Indiana Universitesi (IU) ve Birmingham
Alabama Universitesi (UAB)'den cesitli alanlardan (PCP’li hasta odalari ve
evlerinden, PCP hastasi bulunmayan odalardan, HIV pozitif hasta bakimi
odalarindan ve hastane bos odalarindan) hava o6rnekleri toplamiglar ve bu
orneklerde P.jirovecii ITS genini PCR ile arastirmiglardir. PCP’li hasta
odalarindan toplanan 29 6rnegin 16’sinda P.jirovecii ITS geni saptanmistir.
PCP’li hastalarin evlerinden toplanan 9 o0Ornedin 2'sinde, PCP hastasi
bulunmayan odalardan toplanan 7 6rnedin 2’'sinde ve bos odalardan alinan
14 oOrnedin 4'Unde P.jirovecii ITS geni pozitif bulunmustur. PCP’li hastaya
direkt olarak maruz kalmayan veya kisa slreli maruz kalan imminsaglikli
hastane personelinin de P.jirovecii kolonizasyonu acgisindan risk altinda
oldugu bildirilmistir (Olsson vd., 1998; Choukri vd., 2010). Calismamizda,
saglik calisanlarindan alinan agiz calkanti suyu ve nazal sirintli 6rneklerinde
P.jirovecii kolonizasyonu %22 bulunmustur. Pozitif saptanan 3 hemsire ve 2
doktor, 6rneklerin toplanmasindan en az bir hafta énce PCP’li hastaya maruz
kalmiglardir. Bu bulgulari, saglik personellerinin P.jirovecii’nin bulasinda ara
konak roli oynayabilecegini distndirmustlir. Ayrica, hastalarla hic temasi
bulunmayan sekreterlerde de P.jirovecii kolonizasyonunun bulunmasi,
P.jirovecii’nin hasta odalar disina hava yolu yayilabilecegini ve kolonize
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bireylerin duyarl kisilere P.jirovecii'nin aktarilmasinda rol oynayabilecegini
gbsterebilir.

Immiindiiskiin hastalarda P.jirovecii kolonizasyon sikhgi calisma grubu,
kullanilan ydéntem ve 06rnek tirine godre farkh oranlarda saptanmistir. Bu
calismalar genellikle HIV pozitif hastalara odakhdir. Ann vd. (2003), 16 HIV
pozitif hastadan alinan 47 6rnekte nested PCR yontemi ile P.jirovecii DNA’sInI
%74 oraninda saptamislar ve PCP hastasli olmayan ve daha sonra hastalik
olusmayan HIV pozitif hastalarda kolonizasyon sliresini 0.5-16.5 ay arasinda
bulumuslardir. PCP hastasi olmayan ancak pndmoni nedeniyle hastanede
yatmakta olan HIV pozitif hastalardan alinan indiklenmis balgam veya BAL
orneklerinde PCR vydntemi ile P.jirovecii kolonizasyon sikligi %69
bulunmustur (Huang vd., 2003). HIV enfekte hastalarin PCP nedeni ile
olmayan o&limlerinden sonra yapilan otopsilerde P.jirovecii kolonizasyonu
%46 oraninda bulunmustur (Morris vd., 2004). Solunum yolu enfeksiyonu
olan HIV pozitif 20 gencin adiz calkanti suyu 6rneklerinde PCR ydntemi ile
%20 oraninda P.jirovecii saptanmistir (Gutierrez vd., 2011). Bununla birlikte,
tek basina HIV pozitifliginin degil, CD4+ T hicre duzeylerinin de
kolonizasyonla ilskili olablecegi dusinulmustir; Leigh vd. (1993), CD4+T
hicre duzeyleri 400/pl'den fazla olan HIV hastalarinda P.jirovecii
kolonizasyon sikligini %10 bulmusken, CD4+ T hiicre dlzeyleri 60/ul ve
altina distigunde kolonizasyon oraninin  %40’a kadar vyilkseldigini
bildirmislerdir.

Calsmamizda HIV pozitif katilmci bulunmamakla birlikte, altta yatan
diger hastaliklarin da P.jirovecii kolonizasyonunu etkileyebilecegini dislindik.
HIV negatif 82 imminduskin hastadan alinan BAL &érnekleri P.jirovecii varligi
yoninden PCR, Giemsa ve immunofloresan boyama ybdntemleriyle
arastinlmistir (Nevez vd., 1999a). Multiple myelom, sarkoidoz, kronik lenfoid
l6semi ve diyabet hastalarindan érnekler alinmig, toplam 69 hasta hem PCR
hem de kullanilan boyalarla negatif bulunmustur. P.jirovecii kolonizasyonu
PCR ile 6rneklerin %16'sinda saptanmistir. Calismada CD4+ T hlcre duzeyi
dustk HIV negatif immundiskin hastalar ile P.jirovecii kolonizasyonu
arasinda anlamli bir iliski bulundugu gosterilmistir. Nevez vd. (1999b) HIV
pozitif ve HIV negatif immuUn duskidn hastalardaki P.jirovecii kolonizasyon
prevalansini sirasiyla %11.4 ve %15.9 bulmus ve bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptamamiglardir (P= 0.59). Benzer baska bir
calismada da Takahashi vd. (2002) HIV pozitif ve HIV negatif immuinduskun
hastalardan alinan BAL 0&rneklerinde P. jirovecii 5S rDNA genini
arastirmiglardir. Bu calismada ise P.jirovecii kolonizasyonu HIV pozitif
hastalarda %26.9, HIV negatif immuindiskin hastalarda %8.9 oraninda
saptanmistir ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(P=0.048). Yakin zamanda yapilan bir calismada da akciger kanseri bulunan
47 hastadan alinan agiz calkanti suyu orneklerinde P. jirovecii kolonizasyonu
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saptanmamistir (Togashi vd., 2013). Primer solunum bozukluklari nedeniyle
bronkoskopi yapilan toplam 93 HIV negatif hastanin BAL 6&rneklerinin
%18’inde PCR ile P.jirovecii DNA'sI saptandidi bildiriimektedir (Maskell vd.,
2003). Interstisyel akciger hastaligi bulunan tg¢ farkli grup hastadan alinan
toplam 90 BAL o6rnedinde P.jirovecii kolonizasyon prevalansi nested PCR
yontemi ile %33.8 oraninda tespit edilmistir. Ayni calismada geleneksel
mikroskopik ve immunofloresan ydntemlere P.jirovecii kolonizasyonu %8.8
bulunmustur (Vidal vd., 2006). Bdbrek nakli olan 70 hastadan alinan
indiklenmis balgam o6rneklerinde P.jirovecii kolonizasyonu %18.6 oraninda
saptanmistir (Fritzche vd., 2013). Bu calismalardan anlasildigi Uzere, P.
jirovecii kolonizasyonu icin en onemli predispozan durum HIV pozitifligi
olmakla birlikte, immin sistemin baskilandigi diger hastalik/durumlarda da
kolonizasyonun daha siklikla goézlendigi ortaya konmustur. Calismamizda
invaziv olmayan oOrneklerde, hematoloji hastalarindan olusan immun sistemi
baskilanmis 50 olgunun agiz calkanti suyu ve nazal slrintl 6rneklerinde
P.jirovecii pozitifligi %28 oraninda saptanmistir. Kolonizasyonun en fazla
gozlendigi hastalik grubunu ise lenfoma ve Il6semi olusturmaktaydi.
Hematoloji hastalarindan herhangi bir akciger enfeksiyonu belirti/bulgusu
olanlardan 6rnek alinmamistir. Antibiyotik kullanimi olan hastalarda verilen
tedavi non-spesifik olup PCP ile iliskili degdildi. Bu nedenle saptanan
pozitiflikler kolonizasyon lehine yorumlanmistir. Calismamizda Nevez vd.
(1999) calismasina gore P.jirovecii kolonizasyon sikhdi daha ylksek
bulunmus olmakla birlikte, bizim calismamizdaki immudndiskin grubu sadece
hematoloji hastalari olusturmakta iken, bahsedilen calismada hematoloji
disindaki kronik hastalik gruplari da yer almaktaydi. Ayrica cografik 6zellikler
ve calismada kullanilan yoéntemler gibi baska faktorler de kolonizasyon
oranlarindaki farkliliklarin nedeni olabilir.

Literatlrde P.jirovecii kolonizasyonu artan yas ile iliskilendirilmis olup;
yaslilardaki kolonizasyonun azalmis T hlicre immin yanitina bagh gelisen
imminsipresyondan kaynaklandigi bildirilmistir (Helweg-larsen vd., 2002;
Effros vd., 2008). Vargas vd. (2001), ciddi solunum yolu enfeksiyonu
olmayan, 1 ay - 2 yas arasindaki 107 saglikh bebekten alinan nazofarenks
aspiratlarinin  %32’sinde P.jirovecii DNA’sinin varligini PCR yontemi ile
gostermislerdir. ispanya’da 6, 10 ve 13 yas grubundaki toplam 233 saglikh
cocukda P.jirovecii seroprevalansi immunoblot yo6ntemiyle arastiriimis ve
%73 oraninda pozitiflik saptanmistir (Respaldiza vd., 2004). Ayrica,
P.jirovecii seroprevalansinin artan yasla birlikte ylkseldigi, 6 yas grubu
cocuklarda %52, 10 yas grubu cocuklarda %66 ve 13 yas grubu cocuklarda
%80 saptandigi bildirilmistir. Ponce vd. (2010), hastalik ve hastalik disi
nedenlerle d&lenlerin otopsilerinde, en vylksek P.jirovecii kolonizasyon
oranlarini <20 ve >60 yas gruplarinda saptamislardir. Vargaz vd. (2010),
69-95 yas arasindaki 110 immin saglikl eriskinden alinan agiz galkanti suyu
ve nazal strintl érneklerinden P.jirovecii kolonizasyonunu arastirmislar; <80
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yas bireylerde P.jirovecii kolonizasyon prevalansini adiz calkanti suyu
orneklerinde 9%13.8, nazal surintd 6rneklerinde ise %14.6; =80 yas
bireylerde P.jirovecii kolonizasyon oranini agiz calkanti suyunda %10.8, nazal
sarintd 6rneklerinde ise %4 bulmuslardir. Fritzsche vd. (2013) 24-76 yas
arasindaki bdbrek nakli hastalardan alinan indiklenmis balgam 6rneklerinde
P.jirovecii kolonizasyonunu %18.6 oraninda; Ozkoc¢ vd. (2014) 41-70 yas
arsindaki akciger hastaligi olan kisilerden alinan BAL Orneklerinde P.jirovecii
kolonizasyonunu %70 oraninda; Fritzsche vd. (2012) otoimmuin enflamatuar
hastaligi olan 19-85 vyas grubunda P.jirovecii kolonizasyonunu %41.5
oraninda bildirmislerdir. Calismamizda, 30-49 vyas arasindaki saglik
calisanlari, saglk calisani olmayan gondllt eriskinler ve hematoloji
hastalarinin P.jirovecii kolonizasyon oranlar sirasiyla %15.4, %26.3 ve %20
bulundu. Calismamizda bu yas grubu icin elde ettigimiz sonuglar, 6zellikle
immin saglikh bireylerde, literatlirdeki calismalara benzerdi. Ancak 30-49
yas arasindaki immunduskin hasta grubunda P.jirovecii kolonizasyonu,
immindiskin hastalarin  yer aldigi diger calismalara goére uyumlu
saptanmistir. Sonug olarak, kolonizasyon ile yas arasindaki iliski tam olarak
kanitlanamamis ve c¢alismamizda da, P. jirovecii kolonizasyonu ile
katillmcilarin yaglari arasinda herhangi bir anlamli iliski saptanmamistir.

Cinsiyet ile P. jirovecii kolonizasyonu arasinda belirgin bir iligki
gosterilememistir. Respaliza vd. (2004) erkek ve kiz cocuklarda P.jirovecii
seroprevalansini sirasiyla %70.4 ve %75 bildirmektedirler (P=0.47). Hasta
bakimi yapan ve yapmayan saglik personellerinde P.jirovecii kolonizasyon
orani erkeklerde %42.9, kadinlarda %57.1 ve hasta bakimi yapmayanlarda
erkeklerde %44.7, kadinlarda %?55.7 bulunmustur (P=0.39) (Tipirneni vd.,
2009). Mekinian vd. (2011) sistemik otoimmiin hastaligi bulunan erkeklerde
P.jirovecii kolonizasyonunu %33.3, kadinlarda ise %8.7 bildirmislerdir. Bu
calismadaki farklihk istatistiksel olarak anlamli bulunmus olmakla birlikte,
farkin erkeklerde kadinlara goére lenfosit duzeylerinin daha dustik ve
kortikosteroid tedavi dozunun daha yuksek olmasiyla iliskilendirilmistir. Bu
acidan calismamizin  sonuglari literatirle uyumludur ve P.jirovecii
kolonizasyonu acisindan cinsiyetin O6nemli bir risk faktorid olmadigi
dasdnulmastar.

Kortikosteroid kullanimi en édnemli risk faktorleri arasinda goésterilmekle
birlikte, yeni nesil immunomodulatér ilaglarin kullanima girmesiyle, 6zellikle
hematolojik malignitelerde, organ nakli alicilarinda, inflamatuvar bag dokusu
hastaliklarinda yuksek P. jirovecii pozitiflikleri bildirilmistir (Maskell vd.,
2003; Tasaka vd., 2012; Obeid vd., 2012; Helweg-Larsen vd., 2002). Primer
solunum bozuklugu nedeniyle bronkoskopi yapilan hastalardan alinan BAL
orneklerinde P. jirovecii kolonizasyon orani %18 iken, prednizolon
kullananlarda bu oran %47 bildirilmistir (Maskell vd., 2003). Immunosiipresif
tedavi uygulanmakta olan otoimmuin enflamatuar hastalikli 18 yas ve ustl
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102 hastadan toplanan indUklenmis balgam o&rneklerinde P.jirovecii
kolonizasyon orani %?28.5 bulunmus, ayrica kolonizasyonu pozitif
immunsupresif ilac kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmamistir (Fritzsche vd., 2012). Akciger kanseri
bulunan ve 7’si immunsupresif ilac kullanmakta olan 47 hastada P.jirovecii
kolonizasyonu saptanmamistir (Togashi vd., 2012). Bdbrek transplant alicisi
70 hasta arasinda immunsupresif ilag kullanimi olan 13 hastada kolonizasyon
pozitifligi saptanmistir (Fritzsche vd., 2013). Bu hastalardan 9'u ikili, ve 4l
immunsupresif ilag kullanmaktaydi ve tek ilag kullanilan hastalarda P.jirovecii
kolonizasyonu saptanmamistir. Ancak, kolonizasyon agisindan bu fark anlaml
bulunmamistir.  Bizim c¢alisma gruplarimizda HIV  pozitif katilimc
bulunmamaktaydi. Ancak steroid ve kemoterapotik kullanimi nedeniyle
immundiiskiin hematoloji hastalari mevcuttu. Immunstpresif ilag kullanan 7
saglk calisanindan 3’Unde kolonizasyon saptanirken, immunsipresif ilag
kullanan 5 saglk calisani olmayan eriskinden sadece birinde kolonizasyon
gozlendi. Immindiskin grupta ise kemoterapi uygulanan hematoloji
hastalarinda  P.jiroveciii  kolonizasyonu %28.9 oraninda saptandi.
Calismamizda, tek veya kombine immunsupresif ilag kullanimi ile P.jirovecii
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski bulunmamistir. Ayrica,
Fritzsche vd. (2013)'nin sonuglarinin aksine, calismamizda tek ilagla
kemoterapi uygulanan immundiskin hastalarda P.jirovecii kolonizasyonu
%22.5 oraninda saptanmis ve kombine kemoterapi uygulanan grupta
P.jirovecii kolonizasyonu daha dusiuk oranda bulunmustur.

Primer pulmoner hastaligi olan immunsaglikli bireylerin P.jirovecii
acisindan asemptomatik tasiyici oldugu fark edildiginde, bunun sebebi olarak
akcigerde var olan doku hasari dislinilmistir. Solunum bozuklugu ve kronik
hastaligi olan immunosaglikli bireylerde P. jirovecii kolonizasyon orani %7-19
bildirilmektedir (Sing vd., 1999; Nevez vd., 1999; Sing vd., 2001).
Calismamizda kronik akciger hastalidi olan 6 saglik personelinden 1‘inde, 11
saglikh eriskinin 2’sinde kolonizasyon oldugu bulunmustur. Ote yandan, son
Uc ayda gecirilmis solunum vyolu enfeksiyonu hikayesi bulunan 67 saglik
calisani ve 53 sadlk calisan olmayan eriskin bireyin sirasiyla %20.9'u ve
%?20.8'i P.jirovecii kolonizasyonu agisindan pozitif saptandi. Literatlrde,
immUn saglikli bireylerde yakin zamanda gegcirilmis solunum yolu enfeksiyonu
ile P.jirovecii kolonizasyonunu dederlendiren az sayida calismaya
rastlanmistir ve bu calismalar bebeklik yas grubunu kapsamaktadir.
Gegirilmis Ust solunum enfeksiyonunun bebeklerde P.jirovecii kolonizasyonu
icin bir risk faktérli oldugu gosterilmistir (Morris vd., 2012). P.jirovecii
kolonizasyonu sikliginin st solunum yolu enfeksiyonu olan bebeklerde, alt
solunum yolu enefeksiyonu olan bebeklere goére iki kat daha fazla oldugu
bulunmustur (Larsen vd., 2007). Bilgilerimize goére, eriskinlerdeki st
solunum yolu enfeksiyonu ile P.jirovecii kolonizasyon sikligini karsilastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda son (g ay iginde gegirilmis solunum
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yolu enfeksiyonu hikayesi bulunan saglik calisanlarinda ve saglk calisani
olmayan eriskin bireylerde P.jirovecii kolonizasyon orani %21 saptanmistir.
Kolonizasyon pozitif saptanan 6 saglik personelinde (3 doktor, 2 hemsire, 1
memur) hastanede calismalarinin disinda etkili olabilecek herhangi bir faktor
saptanamadi. P.jirovecii kolonizasonu pozitif saptanan 4 saglikh eriskinde de
dst solunum yolu enfeksiyonu disinda baska bir risk faktérli bulunamadi.
Muhtemelen, Ust solunum vyolu enfeksiyonunun cocuklarda oldugu gibi
eriskinlerde de kolonizasyon igin bir risk faktori olabilecegi sonucuna varildi.

Sigara kullanimi akciger ortamini degistirerek ve mukosiliyer aktiviteyi
bozarak siliyer klirensi azaltabilir ve bu durum bireyleri Pneumocystis
kolonizasyonuna daha duyarli hale getirebilir. Beck vd. (2009), cok degiskenli
bir analizde sigara kullaniminin P.jirovecii kolonizasyonu igin bagimsiz bir risk
faktori oldugunu bildirmektedirler. Sigara kullanan kisilerin P.jirovecii
kolonizasyonu %19 iken, sigara kullanmayan kisilerde %05 oraninda
saptanmistir (Beck vd., 2009). P.jirovecii kolonizasyonu %20 oraninda
bildirilen saglik personeli grubunda, kolonize hastalarin %70‘inde sigara
kullanimi 6yklst bildirilmektedir (Medrano vd., 2005). HIV pozitif hastalar
arasinda da sigara icen grupta kolonizasyon sikligi icmeyenlere oranla daha
yuksek bulunmustur; sirasiyla %37.8 ve %17.5 (Morris vd., 2004).
Calismamizda sigara kullanan saglk personeli ve saglikh eriskin bireylerde
sigara kullanmayanlara gére P.jirovecii kolonizasyonu daha disuk bulmus ve
Onceki calismalarin aksine, sigara ile P. jirovecii kolonizasyonu arasinda
anlamli bir iliski saptanmamistir. Immiindiiskiin bireylerin yer aldi§i grupta
sigara kullanimi ile kolonizasyon arasinda anlamli bir iliski varligi gérinmekle
birlikte, bu grupta sigara kullanim orani son derece dusUktl. Sigara
kullaniminin  kolonizasyon Uzerine etkisinin degerlendirilebilmesi igin,
kullanim siresi, miktari gibi bilgilerin de yer aldigi daha kapsaml calismalarin
gerektigini disiinmekteyiz.

Alkol, bagisiklik sistemini baskilayan bir faktérdir. Asirni alkol tiketimi,
CD4+ ve CD8+ T hicrelerinin akcigerlerde toplanmasini engelleyerek P.
jirovecii enfeksiyonuna zemin hazirlar (Shellito, 1998). Calismamizda, alkol
tiketimi olan saglik galisanlarinin 4’Unde P.jirovecii kolonizasyonu saptadik.
Bununla birlikte P.jirovecii kolonizasyonu ile alkol kullanimi arasinda anlamli
istatistiksel iliski bulamadik. Alkolin diger immunsipresif ilaglar gibi
kolonizasyon sikligini arttiracagi kanisindayiz, ancak calisma gruplarimizin
timunde alkol tuketimi bildiren birey sayisi oldukga azdi. Bu nedenle alkol
kullanimi ile P.jirovecii kolonizasyonu arasindaki iliski degerlendirilemedi.
Ayrica literatirde de, P.jirovecii kolonizasyonu igin alkolin bir risk faktoru
olup olmadigina dair herhangi bir calismaya rastlanmadi.

Antibakteriyel profilaksi immundlgkin hastalarda yaygin olarak
uygulanmaktadir. Immunsupresif ilag tedavisi sirasinda enfeksiyon riskine
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maruz kalan hematolojik hastalar icin antibiyotik kullanilmasi énerilmektedir
(Neumann vd., 2013). Ancak, yaygin antibiyotik kullanimi durumunda
direncli mikroorganizmalara bagh enfeksiyon sikliginda artis bildirilmistir
(Respaldiza vd., 2005). Gafter vd. (2005) immunsipresif ilag tedavisine
baslamadan ©6nce anti-Pneumocystis profilaksi uygulanmasini tavsiye
etmistir. Klinik olarak P. jirovecii pnémonisi olmayan ve antibiyotik
kullanmakta olan hematolojik maligniteli gocuklarin %19’unun P.jirovecii ile
kolonize oldugu bulunmustur (Wissmann vd., 2008). Azitromisin tedauvisi
almakta olan 24 kistik fibrozlu hastada 9%20.8 oraninda P.jirovecii
saptanmistir (Respaldiza vd., 2005). Calismamizda antibiyotik kullanmakta
olan saglk calisanlarinin %26'si, saglik calisani olmayan eriskinlerin %19'u,
immunduskin bireylerin %41’i P.jirovecii ile kolonize bulundu. Antibiyotik
kullanmakta olan hastane personeli ve saglikh eriskinlerde P.jirovecii
kolonizasyonu saptanmasi, hem hastane hem de toplumda ilaca direngli
P.jirovecii kdkenlerinin ortaya c¢ikma riskini gindeme getirebilir. PCP-AIDS
hastalarinda P. jirovecii’'nin kotrimoksazol direnci %33 oraninda saptanmistir
(Calderon vd., 2004).

Calismamizda P. jirovecii kolonizasyonu ile hastanede kalma suresi
arasinda iliski saptanmadi. Literatlirde direkt olarak hastanede yatis siresi
veya hastalik siresi ile P.jirovecii kolonizasyonunu degerlendiren bir
calismaya rastlamadik. Ancak calismamizda hastalik suresi ile P.jirovecii
kolonizasyonu istatistiksel olarak iligkili bulundu. Bu iliski, hematolojik
hastaliklar nedeni ile immudndutskuin olan hastalarda, hastalik siresi uzadikga
daha fazla hastenede yatis, PCP’li hastalarla daha sik temas, tekrarlayan
immunsudpresif tedavi rejimleri ve profilaktik antibiyotik kullanimlari, uzun ve
tekrarlayan  immaudndaskUnltik  periyotlari  gibi  kolonizasyon  riskini
artirabilecegi dastnilen olaylarla acgiklanabilir. Bu nedenle hematoloji
hastalarinda hastalik stiresi uzadikga PCP enfeksiyonu riskinin de artabilecedi,
yeni tani alan hastalara gore, hematolojik hastalik hikayesi eski olanlarda
PCP enfeksiyonlarinin daha sik ortaya cikabilecegdi distntlmektedir.

Onceki calismalarda, kolonizasyonun saptanmasinda DFA testi
duyarhliginin disik oldugu bildirildiginden, calismamizda DFA testi sadece
real-time PCR pozitif saptanan érneklere uygulanarak bu testin kolonizasyonu
saptamadaki duyarliigi dederlendirildi. Buna gore, DFA testi P. jirovecii
kolonizasyon orani saglik personellerinde %15, saglikl erigkinlerde %13 ve
immunduskin bireylerde %16 bulunmustur. Bu nedenle P. jirovecii
kolonizasyonunun arastiriimasinda DFA ydnteminin, dzellikle mikroorganizma
yukianin diastk oldugu non invaziv o6rneklerin incelenmesinde, uygun
olmadigini distinmekteyiz. Ayrica real-time PCR objektif bir testtir, 6rnekte
aranan hedef bolge varliginda pozitif sonug elde edilmektedir. Oysa DFA testi
nispeten subjektiftir ve testin dogrulugu dederlendiricinin bilgi, deneyim ve
tecribesi ile direkt iligkilidir.
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6. SONUC

P. jirovecii, basta HIV pozitif hastalar olmak Uzere, immunduisgkin
hastalarda interstisiyel pndmoniye neden olan bir mantardir. Kesin
olmamakla birlikte, kaynagdin enfekte hastalar ya da kolonize bireyler oldugu
ve bulasin da bu kisilerden solunum vyoluyla gerceklestigine dair veriler
bulunmaktadir. Saglikhh  bireylerde  kolonizasyonun erken vyaslarda
gerceklestigi ve kolonize bireylerin duyarli konaklar icin kaynak roll
oynadiklarn dusunulmektedir. Bu calismada, toplumumuzdaki P. jirovecii
kolonizasyonu sikhidinin degerlendiriimesi ve kolonizasyon (Uzerine etkili
olabilecek faktdrlerin arastiriimasi amaglanmistir.

1-Calismamizda toplam 250 génulla katilmcr yer almis ve real-time PCR
yontemi ile P. jirovecii kolonizasyon orani %22.8 bulunmustur (saglk
calisanlarinda %22, sadglik calisani olmayan eriskinlerde %21 ve
immunduiskin bireylerde %?28). Kolonizasyon orani immunduskin bireylerde
daha vyuksek saptanmis olmakla birlikte, istatistiksel olarak fark
bulunmamistir.

2- P. jirovecii kolonizasyonu ile yas, cinsiyet, kronik hastalik varligi,
gecirilmis solunum yolu enfeksiyonu, immunslpresif ya da antibiyotik ilag
kullanimi, saglk calisanlarinin meslegi, calisma stliresi ve calistiklari bélim
arasinda anlaml bir iliski saptanmadi.

3- Sigara ve/veya alkol tliketimi ile P. jirovecii kolonizasyonu arasinda
anlamh bir iliski saptanmadi. Ancak calisma gruplarimizda sigara ve 6zellikle
alkol ttketimi bildiren katilimci sayisi, sonuglarin genellenebilmesi igin yeterli
degildi.

4-Immindiskin bireylerin yer aldi§i grupta, lenfoma ve I8semili
hastalarda kolonizasyon sikligi diger hastalik gruplarina gére daha ylksekti.
Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

5-Immiindiskin bireylerin yer aldidi grupta hastalik siiresi ile P. jirovecii
kolonizasyonu arasinda anlamli bir iliski saptandi. Bu nedenle hematoloji
hastalarinda hastalik siresi uzadikca PCP enfeksiyonu riskinin de artabilecegi,
yeni tani alan hastalara gére, hematolojik hastalik hikayesi eski olanlarda
PCP enfeksiyonlarinin daha sik ortaya cikabilecegi distunulda.

6- Kolonizasyonun saptanmasinda real-time PCR testi direkt
immunofloresan antikor testine goére daha basarih bulundu. P. jirovecii
kolonizasyonunun arastirilmasinda DFA ydnteminin, 6zellikle mikroorganizma
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ylukdnin diastk oldugu non invaziv oOrneklerin incelenmesinde, uygun
olmadigi dusinuldd.

7-Calismamizda, basta immindliskin bireyler olmak Uzere, belirgin
oranda P. jirovecii kolonizasyonu saptanmistir. P. jirovecii 0zellikle
immundiskin bireylerde ciddi akciger enfeksiyonlarina neden olabildiginden,
immunduskin bireylere trimetoprim-sulfametoksazol profilaksisi
uygulanmasinin  ve bulasin/yayllimin  engellenebilmesi igin  hastane
enfeksiyonu kontrol kurallarina titizlikle uyulmasinin 6nemi Uzerinde
durulmaldir.

8-Bu calisma, sinirh bir bdlgeyi kapsamakla birlikte, Ulkemizde P.
jirovecii kolonizasyonunun varligini ve vyayginhdini ortaya cikarmistir.
Bilgilerimize gobre calismamiz, Pneumocystis jirovecii enfeksiyonu olmayan
bireylerde kolonizasyon prevalansini belirlemeye ydnelik lUlkemizde yapilan
ilk calismadir. Ancak, Ulkemizdeki genel durumun yansitilabilmesi igin, farkli
boélgelerden, daha fazla sayida katilimcinin dahil edilecegi, kapsaml
calismalara ihtiyag bulunmaktadir.
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